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1 RESUMEN 
A medida que se profundiza más en el conocimiento de la composición de los 
distintos genomas, se acumula más infonnadón sobre las características de las 
secuencias que se presentan más divergentes entre estos. Sin embargo, en un nivel intra-
espedfico desvelar las diferencias existentes no es una tarea sencilla. Teniendo en 
cuenta que las regiones del genoma que tienen mayor capacidad para cambiar son 
aquellas que por su incapacidad para producir poblaciones de ARN mensajeros no se 
someten directamente al filtro de la selección natural, nos parece coherente presumir 
que la mayor parte de las diferencias acumuladas entre dos genomas cualesquiera 
condemen a las secuendas de ADN altamente repetido. 
Para estudiar este particular tipo de diferendas entre genomas hemos diseñado 
una técnica, la Hibridadón Genómica Comparativa-Completa (W-CGH), que se 
presenta y se describe como una herramienta eficaz para la detecdón, localizadón física 
y cuantificadón de diferendas entre dos genomas en sus secuendas de ADN altamente 
repetidas. Esta técnica dtogenética es una variante de la Hibridadón in situ fluorescente 
(FISH) de áddos nucleicos, frente a la que presenta la notable diferenda de que, 
mientras que la FISH permite localizar físicamente secuendas concretas, la W-CGH 
pone de manifiesto las diferendas que existen en la abundancia relativa y composición 
de esas secuencias entre los genomas que se comparan. 
La esenda de la metodología consiste en establecer una competidón entre dos 
genomas completos procedentes de dos individuos (de la misma o distinta espede) por 
hibridar sobre un genoma referencia preestableddo. Básicamente el protocolo de la W-
CGH comprende la producdón de una Sonda Ifibrida (SH) en la que se encuentran 
cantidades equimolares de los ADNs genómicos de los dos individuos a comparar, 
modificados de modo que puedan ser detectados mediante fluorescenda utilizando dos 
emisiones distintas (por ejemplo, emisión en rojo y en verde). Las diferendas que 
presenten los genomas que se comparan en determinadas regiones cromosómicas, se 
detectarán en forma de hibridadón diferendal de estos sobre el genoma referencia. La 
cantidad de sonda hibridada es propordonal a la homología de las secuendas con el 
material genético sobre el que se híbrida y al número de copias presente de cada 
secuenda concreta en cada uno de los genomas comparados. El genoma que presente un 
mayor número de copias de una determinada secuenda desplazará pardalmente al 
competidor en la hibridadón de ese determinado locus sobre el material genético del 
genoma referencia. Esta técnica permite poner de manifiesto diferendas tanto 
cualitativas como cuantitativas entre las secuendas de los genomas comparados, siendo 
las diferencias en secuendas de ADN altamente repetido las que las caraderísticas de la 
técnica permite observar con un mayor poder de resoludón. Además la W-CGH se 
muestra como una técnica polivalente, permitiendo tanto detectar diferendas entre 
individuos de la misma especie como entre genomas de distintas especies reladonadas 
evolutivamente. 
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En el presente trabajo se muestran las diferencias potenciales que genera la W-
CGH al comparar genomas dentro de los niveles especffico e intra-espedfíco, y se 
analiza el potencial de utilización de tales diferencias en disciplinas dispares como el 
tratamiento de algunos aspectos cl&iicos en el hombre (cuantifícación del quimerismo 
post-trasplante de médula ósea), interesantes por su aplicabilidad, o en otros campos, 
informativos en la dimensión evolutiva o estructural de los genomas comparados 
(estudios con diferentes razas de cerdo doméstico, distintas especies de saltamonte, 
roedores y primates). 
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2 INTRODUCCIÓN 
2.1 Los genomas: pasado y presente 
El sistema de ordenación de los organismos de base binomial, creado por el 
botánico sueco Karl Yon Linneo en 1735, que nombra a las especies en lat&i 
anteponiendo el nombre genérico al especffico, sigue actualmente vigente y ha 
permitido tipificar el millón y medio de especies descritas hasta la fecha (de las que se 
sabe que son sólo ima pequeña parte de las existentes). Es destacable que en la 
concepción del orden de linneo no existiera una idea de cambio relacionado, es decir, 
no tenía cabida ima concepción evolucionista de la organización de los seres vivos. Más 
bien su afán era colocar a los organismos en un orden lógico que revelase el plan usado 
por el Creador. No fue hasta 1809 con la publicación de la "Filosofía zoológica" de 
Jean Baptiste de Monet, caballero de Lamarck (1744-1829), cuando se planteó la idea 
del origen de unas especies a partir de otras, aimque con una perspectiva post-
adaptatíva, hoy rechazada por una abrumadora mayoría de la comunidad dentíñca y 
conocida como "Lamarckismo". Finalmente, tras la exposición, interpretación y 
descripción de los mecanismos básicos de la Evolución en el libro "El origen de las 
especies" (1859) del dentífíco inglés Charles Darwin, la Teoría de la Evolución quedó 
definitivamente presentada ante la comunidad científica. Fue a partir de este momento 
cuando la descripción y clasificación de las especies abandonó su interés meramente 
descriptivo y adquirió una importancia evolutiva en la que se integraban las relaciones 
de parentesco existentes entre ellas. 
Los métodos clásicos para elaborar estudios comparativos entre especies, 
empleaban caracteres variables exclusivamente morfológicos para el establecimiento de 
relaciones de parentesco. Con el desarrollo progresivo de las metodologías, dichos 
estudios comenzaron a realizarse, no sólo en base a características meramente 
morfológicas, sino también empleando otros caracteres físicos, como hormonas 
(revisión en Stoka, 1999), o incluso sonidos (Payne, 1981). Recursos que han permitido 
a lo largo de la historia plantear y describir relaciones evolutivas entre individuos, 
especies y poblaciones. Por el contrario, los métodos actuales dejan de lado las 
características físicas y se amparan principalmente en la tecnología molecular para 
llevar a cabo procedimientos como la comparación de moléculas de ADN o de 
proteínas, <x>n el fin de detectar diferencias entre individuos o especies, toda vez que la 
esencia hereditaria de lo que somos reside en estos tipos de moléculas. 
A principios del siglo XX se produce un auge en la disciplina de la genética 
promovido por sucesos tales como el redescubrimiento en el año 1900 de las Leyes de 
Mendel (originarias de 1865) por parte de De Vries, Correns y Tschermak, o la 
enunciación de la Teoría Cromosómica de la Herencia (Sutton, 1902; Boveri, 1902) e 
incluso la acuñación del término genes para denominar a los elementos hereditarios por 
parte de Johannsen en 1911. A raíz de estos acontecimientos y acompañada por todo el 
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cambio ideológico que supuso la revolución industrial para el avance de las técnicas 
experimentales y la concepción del método dentífíco, la cadencia de descubrimientos 
en el campo de la genética se mostró casi imparable. Con el descubrimiento de la 
mutación, y la recombinación como motores de la evolución, los estudios comparativos 
comenzaron a realizarse en base a los cambios producidos a nivel genético. Gracias a 
estos nuevos conocimientos teóricos, así como gracias al avance de la biología 
molecular, los métodos de estudio tomaron una nueva dirección: la genética. Aunque la 
estructura del ADN no fue descrita hasta 1953 por Watson y Crick, y hasta entonces no 
se pudieron plantear estudios filogenéticos entre individuos comparando sus secuencias. 
El primer experimento que demostró la existencia de variación genética a nivel 
molecular entre poblaciones humanas, fue realizado por Hirszfeld y Hirszfeld en 1919 y 
en él describían el primer gen humano, el sistema ABO, que determina los distintos 
grupos sanguíneos. En la década de los 50, tras el notable descubrimiento de Watson y 
Crick, se reactivó el interés por esta clase de estudios gracias al avance en los 
conocimientos y las técnicas, que una vez más discurrían paralelos y supusieron la 
introducción de nuevas disciplinas como la Fenética (Michener y Sokal, 1957) y la 
Cladística (Hennig, 1966), que proponían clasificaciones en base a la valoración 
numérica de diversos caracteres y al empleo de rigurosos métodos matemáticos. En sus 
albores, la obtención de datos para estudios de comparación se realizaba mediante 
experimentos de reacción cruzada, comparaciones entre la movilidad electroforética de 
isoenzimas de diversas especies, o del grado de re-hibridación entre dos moléculas de 
ADN de distintas especies desnaturalizado. Pero pronto estos métodos quedaron 
obsoletos. Así, por ejemplo, im punto de inflexión crítico se produce con la introducción 
de las técnicas de clonación de firagmentos de ADN utilizando enzimas de restricción 
(IJnn y Arber, 1968; Meselson e Yuan, 1968) y por supuesto con la secuenciación de 
ácidos nucleicos. Inicialmente fueron las proteínas (Sanger y Thompson, 1953) y hada 
finales de los años 70, el ADN (Maxam y Gilbert, 1977; Sanger y col., 1977) y el ARN 
(Peattie, 1979). Estos fueron y son los protagonistas esenciales de esta nueva manera de 
concebir el análisis de los cambios que sufren las especies. De hecho, estas nuevas 
metodologías son las empleadas comúnmente en la actualidad, y facilitan el estudio más 
objetivo y preciso, así como el manejo de sólo cuatro posibles estados (A, C, G y T). El 
invento de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR; Polimerase Chain Reaction) 
en 1986 (Mullís, 1990) hizo posible el estudio de diferencias en el ADN de forma 
revoludonaria,_práctica y sencilla. De igual forma, la introducdón de la secuenciadón 
automática (Smith y col., 1986) permitió la agilizadón de este laborioso proceso y abrió 
el camino hada las secuendaciones de genomas completos. Actualmente la 
comparación de individuos o especies se encuentra lejos de fundamentarse en 
valoradones subjetivas sobre diferencias morfológicas como en tiempos pasados. Hoy 
en día se emplean sofisticadas técnicas de biología molecular que ofrecen, en muchos 
casos, un soporte incuestionable a los cambios observados. 
:/.'\" 
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Algunas de las técnicas empleadas para esta clase de estudios no tratan de 
determinar concretamente la localizadón física de las secuencias que presentan 
diferencias entre las moléodas de ADN de los individuos analizados, sino que se 
limitan a indicar la existencia de un polimorfismo, siempre y cuando este hecho sea de 
suficiente utilidad suficiente para los fines deseados. Como por ejemplo el estudio de 
Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLPs; Restriction 
Fragment Length Polymorphisms), o de Polimorfismos de un Nucleótido Sencillo 
(SNPs; Single Nucleotide Polymorphisms), o bien el análisis de las diferencias entre 
individuos empleando microsatéütes. 
Por otro lado, también es práctica habitual para la caracterización de individuos 
la localizadón física concreta de determinadas secuendas de ADN sobre los genomas. 
La utilidad de estas técnicas puede residir tanto en su aplicadón para la comparadón 
intra-espedfica o inter-espedfica de secuendas, como para el conocimiento físico de la 
topología del genoma. Para ello, la Hibridación in situ Fluorescente (FISH; Fluorescent 
in situ Hybridization) o el mapeo mediante Sitios Concretos de Secueru:ia (STSs; 
Sequence Tagged Sites;) suelen ser las técnicas más utilizadas. Todas estas técnicas 
también poseen diversas aplicadones en ima larga lista de disdplinas más allá de la 
taxonomía, dentro de las cuales la díscriminadón entre individuos es de suma utilidad, 
como son la criminología o la medicina. Por ejemplo, la detecdón de polimorfismos en 
los que una determinada situadón alélíca es responsable de una enfermedad es una 
práctica frecuente en análisis prenatal, como es el caso del diagnóstico de diversos 
síndromes como el de Prater-Willi y Angelman, o la Fibriosis Quística empleando PCR, 
o bien el Súidrome de Down y el Cromosoma Filadelfía medíante FISH, así como para 
la cuantifícadón del grado de quimerismo post-trasplante de médula ósea, sobre el que 
discutiremos con mayor profundidad en la presente memoria. Es destacable también el 
empleo de este tipo de técnicas en criminología, espedalmente en medicina forense, y 
en casos de detenninadón de la paternidad, ya que el establecimiento de la reladón de 
los alelos o marcadores que presenta una persona concreta permiten caracterizarle de 
forma inequívoca mediante el establecimiento del llamado DNA fingerprint (huella 
dactilar del ADN) (Jefñreys y col., 1985). 
La proliferadón de proyedos de secuendadón de genomas, y espedalmente la 
consecudón del Proyecto Genoma Humano (IHGSC, 2001; Venter y col., 2001) han 
supuesto un punto de inflexión en la investigadón genética. Príndpalmente debido a la 
enorme cantidad de informadón que han generado, pero sin duda también a la cuantiosa 
apertura de interrogantes que han promovido. El interés que demostrado por conocer le» 
procesos de expresión de los genes, su traducdón, su interacdón y la cadena de 
procesos metabólicos que desencadenan, así como las diferencias a este nivel entre 
individuos de la misma o distinta espede, han sido muy influyentes, si no en el surgir, al 
menos en el vertiginoso desarrollo de nuevas disdplinas de estudio. Particularmente en 
el caso del hombre, también ha sido de gran importancia a la hora de promover el 
interés y su estudio, la observación de cómo leves alteradones en el genoma pueden 
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producir cambios fenotípicos o predisponer para padecer una enfermedad. Todos estos 
motivos han provocado el nacimiento de la llamada era post-genómica en la que se 
intenta explicar aquello que no es posible comprender comprando genomas, es decir se 
trata de una genómica funcional que ha supuesto el impulso de disciplinas como la 
proteómica, la metabolómica y la citómica, que abandonan el estudio de genomas para 
intentar comprender los procesos mecanismos genéticos y biológicos que ocurren en los 
seres vivos. Así como la genómica se encarga de descifrar el genoma de los seres vivos, 
su función, regulación y transmisión; las nuevas ónucas tratan de ir más allá. La 
proteónUca investiga la fundón y reguladón de las proteínas codificadas por el genoma 
(proteoma), la metabolómica se encarga de estudiar el status fisiológico de un 
organismo, órgano, tejido o célula mediante el estudio de las moléculas no proteicas 
sintetizadas endógenamente, y la citómica tiene como objetivo definir exhaustivamente 
el fenotipo molecular de la célula que resulta de la interacdón entre el genotipo del 
individuo y los factores extemos e intemos. Los estudios comparativos dentro de todas 
estas disdplinas permiten detectar la naturaleza de las diferendas y sus consecuendas 
fenotípicas a muy distintos niveles. Por este motivo hoy en día se encuentran entre los 
campos de investigadón punteros, tanto en biología descriptiva y evolutiva, como, muy 
espedalmente, en farmacología. 
22 Los genomas: composiciones cornejas de secuencias de ADN 
Los genomas de todos los organismos eucariotas estudiados presentan una 
estructura semejante que se caracteriza por la presenda de dos o más moléculas lineales 
de ADN, cada una de ellas contenida en un cromosoma. Además, todos los eucariotas 
presentan pequeños genomas mitocondriales, y en el caso de las plantas y otros 
organismos fotosintétícos, además, un genoma doroplástico. 
Sin embargo una característica que es extremadamente distinta entre los distintos 
organismos es el tamaño de sus genomas. Un tamaño que varía notablemente desde los 
12,1 Mb de Saccharomyces cerevisae hasta los 120000 Mb de Fritillaria assyriaca. El 
incremento del tamaño de los genomas correlaciona hasta derto punto con el de la 
complejidad de los organismos, como ilustra el hecho de que los hongos posean los 
genomas más pequeños y los vertebrados y las plantas con flores los mayores. Sin 
embargo este aumento en el tamaño no se corresponde en modo alguno con el aumento 
del número de genes, ya que los organismos menos complejos poseen una mayor 
propordón de genes respecto al tamaño de sus genomas. Se trata de una organizadón 
del genoma más económica en términos de espacio, es dedr, los genomas de los 
organismos menos complejos muestran, en general, mayor densidad de genes, menor 
número medio de intrones por gen y menor porcentaje de secuendas altamente 
repetidas. Estas últimas son en muchos casos responsables de que genomas de 
organismos semejantes posean tamaños tan dispares (Brown, 2002). 
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Por tanto, los genomas eucariotas contienen mucho más ADN del estrictamente 
necesario para la codificación de proteínas. En el caso concreto del genoma humano, su 
secuendación ha desvelado que de los aproximadamente 3200 Mb que lo conforman 
aproximadamente 1200 Mb corresponderían a genes (unas 48 Mb) y secuencias 
relacionadas (1152 Mb aproximadamente): pseudogenes, fragmentos génicos, e intrones 
y UTRs. Unas 2000 Mb formarían parte del ADN inter-génico, sin función párente y 
que se ha denominado en ocasiones "ADN basura" (IHGSC, 2001; Venter y col., 2001) 
(Fig. 1), aunque dicha denominación se considera cada vez más desacertada puesto que 
parece presuntuoso considerar esa fracción tan ingente del genoma "inútil" simplemente 
porque su significado biológico no está determinado. De dicho ADN inter-génico la 
vasta mayoría está formada por secuencias repetidas, y de acuerdo con las 
clasificaciones actuales las secuencias repetidas se dividen en dos grupos principales 
atendiendo a su forma de amplificación: i) secuencias dispersas (aproximadamente 
1400 Mb en el genoma humano) y ii) ADN repetido en tándem (unas 600 Mb en el 
genoma humano). El primer grupo contiene secuencias repartidas de forma 
£q)arentemente azarosa por todo el genoma, en eucariotas. Siendo las más abundantes las 
llamadas elementos transponibles (90 Mb en el genoma humano). Este grupo de 
secuencias se divide a su vez en dos gnq)os principales atendiendo a sus mecanismos 
de transposición: Los retrotransposones o elementos de clase I que realizan su 
transposición mediante un ARN intermediario (los elementos LTR, UNE y SINE son 
los más abundantes), y los elementos de clase H, que realizan su transposición mediante 
escisión e integradón en otro punto del genoma. Ambos tipos de elementos han sido 
descritos tanto en procariotas como en eucariotas, y su importanda evolutiva es notable 
puesto que producen mutadones al desplazarse de un punto del genoma a otro distinto. 
Las secuendas de ADN repetido en tándem se encuentran presentes en todos los 
genomas eucariotas y en general en un número de copias mayor que las secuencias 
dispersas. Se organizan de una forma concreta: mediante ima sucesión de copias de una 
determinada secuenda. Existen tres clases con distintas características: i) los 
microsatélites, formados por secuendas cortas con un tamaño de las unidades de 
repetidón de entre 1 y 5 pares de bases, y con entre 10 y 100 repetidones sucesivas de 
las mismas. Son una herramienta muy importante en genética forense debido a que, al 
ser altamente polimórficos, permiten establecer un patrón de secuendas de ADN único 
para cada individuo (DNA fingerprint). ii) Los minisatélites tienen unidades de 
repetidón de hasta 100 pares de bases de tamaño repetidas de forma sucesiva entre 10 y 
100 veces. Ambos tipos (i y ii) se encuentran dispersos por todo el genoma, y los 
minisatélites además se localizan en las regiones subteloméricas (Ii, 1997). üi) El AD^ 
satélite (ADNsat); es el ADN repetido en tándem más abundante en los genomas 
eucariotas, pudiendo aparecer miles de copias de imidades de repetición con tamaños 
que oscilan desde dentos hasta miles de pares de bases. Estas largas sucesiones de 
secuendas repetidas de ADNsat forman bloques de cromatina condensada 
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diferendalmente que aparecen en las regiones centroméricas y telomérícas dando lugar 
a la heterocromatína. 
23 El ADN satélite (ADNsat) 
Debido a la abundancia relativa de un determinado par de bases frente a otro 
(AT ó GC) presente en secuencias altamente repetidas, se descubrió, centrifugando 
ADN total con sales (CsCl ó CS2SO4), la presencia de una banda separada de la 
principal a la que se llamó "banda de ADN satélite" (Meselson y col., 57). En el 
genoma humano el ADNsat se observó añadiendo al proceso ligandos (Hg ó Ag) con 
afinidad específica por determinados pares de bases. En un principio se describieron 
cuatro familias de ADN satélite en el hombre: I, n, III y IV (Comeo y col., 67,70,71, 
72) que son los actualmente denominados "ADNs satélite clásicos", aunque años 
después se consideró que el ADN satélite IV, careda de identidad propia y se establedó 
que no es sino una fiacdón del ADN Satélite m (Prosser y col., 1986). Posteriormente, 
y debido al credente número de descubrimientos de secuendas altamente repetidas en 
distintas espedes, se complicó la nomenclatura y actualmente se denomina ADNsat a 
todo aquel que se presenta altamente repetido y compactado, de replicadón tardía y 
organizadón en tándem, y también se conocen como secuencias de ADN altamente 
repetidas y ADNs repetidos. Su localizadón más abimdante tiene lugar en la 
heterocromatina centromérica (pericentromérica y paracentromérica), además de en los 
telómeros y, en diversos genomas, como el humano, también en la heterooomatina del 
brazo largo del cromosoma Y (Tyler-Smith y Willard, 93; Sol y Dubow, 93). El 
ADNsat centiomérico es una fiticdón de los genomas enigmática y que, al no tratarse 
de ADN codificante, no redbe la sufidente atendón, aunque en el hombre sí se 
encuentra caraderizado con derto detalle. En la Figura 2 se resumen las familias de 
ADNsat centromérico existente en el hombre (que junto con el telomérico y el presente 
en el brazo largo del cromosoma Y, suponen la totalidad de su ADNsat) (Tyler-Smith y 
WUlard, 1993; Lee y col., 1997). 
Una característica llamativa del ADNsat que no se encuentra ni en mini- ni 
micro-satélites, es la tendenda a formar largas y complejas series de repetidones 
multiméricas. Uno de los ejemplos mejor estudiados es la familia de satélite-alfa, 
presente en primates. El satélite-alfa en el hombre consiste en una unidad de repetidón 
básica de 171 pb, que se combina en sucesivas mediante duplicadón en tándem, 
creando super-estructuras de unidades de repetidón con rangos que van desde dímeros 
hasta 16-meros (Willard and Waye, 1987; Warburton y col., 1993). Asimismo, y a pesar 
de que el ADNsat está formado por un número muy elevado de copias de una o varias 
secuendas no-codificantes, y que, por tanto, no están sometidas, en principio, a una 
gran presión selectiva para el mantenimiento de su secuenda, se observa que se 
mantiene muy estable la secuenda de nucleótidos que forman esa secuenda o unidad de 
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repetición deiiti:o de un deteiminado genoma (Slamovits y Rossi, 2002). Se trata por 
tanto de un caso de evolución concertada, que es otra característica importante del 
ADNsat, ya que existe una tendencia hada la homogenizadón de cambios entre 
secuendas altamente repetidas dentro del genoma como consecuenda de los 
mecanismos de generadón de éstas (Dover, 1986; Eider y Tumer, 1995). El estudio de 
las dinámicas del ADNsat, así como la observadón tanto de resultados experimentales 
como de simuladones, han levado a formular un modelo integral de la adstenda del 
ADNsat (Nijman y Lenstra, 2001). Según este modelo la fase inidal se caracterizaría 
por rápidas expansiones y contracdones causadas por interacdones que se habrían visto 
favoreddas por la homogeneidad de las secuendas. A continuadón las mutadones 
provocarían la aparidón de nuevas variantes de secuendas, dificultando la 
recombinadón. Ea una segunda fase diferentes secuendas se amplificarían o se 
deledonarían independientemente. Y finalmente la pérdida de homogeneidad sufrida 
llevaría al fin de las interacdones entre unidades de repetidón. Dado que esto supone la 
posible aparidón de nuevas unidades de repetidón, podría ocurrir que también 
implicase la pérdida de unidades de repetidón antiguas provocada por la presión 
selectiva que impone el tamaño del genoma. 
Por otro lado, los mecanismos que se han descrito para la amplificadón del 
ADNsat parecen ser bastante esclarecedores a la hora de entender su origen y dinámica. 
En un prindpio se propusieron el i) sobrecruzamiento desigual y ii) el deslizamiento en 
la replicación como los mecanismos de amplificadón de estas secuendas (Walsh, 
1987). El primero ocurre cuando dos secuendas se aparean más allá de su región de 
homología y recombinan durante la meiosis generando un polimorfismo en la longitud 
de secuendas, acontecimiento que puede ocurrir entre cromosomas homólogos, 
cromátidas hermanas o incluso dentro de una misma cromátida. Sin embargo, este 
proceso requiere la exístenda previa de algunas repetídones como prerrequisito para 
que dos regiones puedan aparear sin ser completamente homologas, aunque existen 
simuladones que proponen que esta situadón no es indispensable (Smith, 1976). El 
deslizamiento en la replicación ocurre cuando repetídones continuas y cortas sufi^ n un 
apareamiento desigual durante la replicadón del ADN (Levinson y Gutman, 1987) y la 
nueva cadena generada presenta distinto número de copias. Este mecanismo ofrece una 
buena explicadón para la formadón inidal de secuendas de ADNsat, dando pie a otros 
mecanismos para generar mayores segmentos de ADNsat (Charlesworth y col. 1994). 
Diversos dentíficos han considerado insufidentes estos mecanismos para justificar las 
grandes amplifícadones y deledones asodadas al ADNsat y sucesivamente se han 
propuesto otra serie de mecanismos para explicar el posible origen de estas particulares 
secuendas. La recombinadón intra-cadena entre unidades de repetidón del mismo 
segmento produciría círculos de ADN extra-cromosomales produdendo una deledón en 
dicho segmento. El drculo de ADN podría perderse o producir una amplificadón por 
círculo rodante (iii) integrándose en otra región de homología y de esta manera 
incrementando el número de copias de las unidades de repetidón, así como cambios en 
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la disposición secuendal de éstas (Waish, 1987). Smith en 1976 y posterionnente 
Stephan (1989) han demostrado mediante simulaciones que se puede generar ADNsat 
de novo mediante la acción conjimta de mutación, sobrecruzamiento desigual, 
deslizamiento en la replicación y replicadón por círculo rodante. 
La asignación de una función al ADNsat y a su variante dtogenética, la 
heterocromatina, es un asunto todavía confuso y conflictivo, y es un lugar común de 
discusión en los campos de la biología evolutiva y de la genética. E>espués de que los 
primeros estudios negaran cualquier fundón reladonada con el ADNsat y lo 
caracterizaran de ''ADN basura" con aq>addades parasíticas (Ohno, 1972; Orgel y 
Crack, 1980), hoy en día se mantiene que el origen y mantenimiento del ADNsat se 
debe en esenda a su naturaleza "egoísta" es dedr, a su capaddad para replicarse en el 
genoma (Charlesworth y col., 1994). Aunque también se ha propuesto en ocasiones que 
el ADNsat y las secuendas repetidas en general son de algún modo fundonalmente 
importantes para el organismo (Briten y Davidson, 1969; Brutlag, 1980; McDonald, 
1993; Britten, 1994) o que se mantienen debido a la importanda de su capaddad 
mutagénica que contribuiría a aumentar el potendal evolutivo a largo plazo de las 
pobladones (Nevers y Saedler, 1977; Syvanen, 1984). Sin embargo existen evidendas 
que demuestran efectos de la heterocromatina en la unión de proteínas reladonadas con 
la mitosis y meiosis_(Brutlag, 1980; John y Miklos, 1988) y hace ya tiempo que se ha 
propuesto que el satélite-alfa de primates tiene importanda en el fundonamiento del 
centrómero (Willard, 1998; Koch, 2000). De hecho se ha descrito una unidad corta de 
repetidón llamada "CENP-B box", característica del satélite-alfa de primates, que 
representa el lugar de unión de la proteína centromérica CENP-B. También se ha 
observado que los satélites centroméricos frecuentemente son distintos incluso entre 
espedes cercanas, y estos cambios son paralelos a los observables en las proteínas 
CENP-A en mamíferos y Cid en Drosoj^ila (Henikoff y col., 2001). Incluso se ha 
afirmado que la evoludón rápida que sufren las secuencias centroméricas podría 
implicar una evoludón paralela de las histonas que potendalmente conduciría, o habría 
conduddo, a procesos de e^>edadón (Henikoff y col,, 2001, Malik y Heniko^ 2001). 
De hecho existe un modelo (Csink y Henikoff, 1998) que postula que la especifíddad 
de secuenda de las proteínas que se unen a ADN determina la secuenda de los ADNsat. 
Es dedr, im cromosoma que tenga una ADNsat sólo lo conservará si se une a su 
heterocromatina una proteína que le propordonará estabilidad durante la mitosis. Por 
otro lado podría parecer paradójico que unas secuendas tan variables y en prindpio tan 
poco selecdonadas se encuentren localizadas preferentemente alrededor de una 
estructura tan indispensable como el centrómero. Sin embargo para justificar este hecho 
se ha sugerido que el ADNsat que forma la heterocromatina pericentroméríca tiene una 
función protectora y tamponadora de los posibles elementos transponibles y mutadones 
que se acumulan en el área, así como de la recombinadón (Csink y Henikoff, 1998). A 
pesar del número de descubrimientos existentes referidos a la búsqueda de fundón de 
los ADNs repetidos, es conveniente tener presente la frase de Maynard-Smith (1982) 
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que recueida que "los efectos no son fundones" porque la confusión se presta cuando se 
habla de ñindones de los ADNs repetidos. 
Sin duda uno de los efectos, que no fundón, que ha hecho recalar mayor interés 
en los ADNs repetidos es que son un componente muy dinámico de los genomas (Modi 
1993b). I>ebido tanto a sus características como a sus mecanismos de replicadón, se les 
considera más que probables responsables de parte de la plastiddad genómica, así como 
de una alta propordón de las mutadones en los cromosomas (Wichman y col., 1991; 
Bradley y Wichman, 1994). Un ejemplo ideal de este hecho, lo presentan los 
cromosomas metacéntricos gigantes de Muntiacus que han dado lugar a la conclusión de 
que los elementos satélites I y n de estas espedes parecen ser responsables de promover 
la larga serie de fusiones que han provocado la reducdón del número diploide en 
algunas espedes de este género ( l i y col., 2000). También se ha propuesto que las 
diferendas en la estructura y el número cromosómico entre espedes cercanas pueden en 
dertas drcunstandas ser consecuenda de recombinadones "ilegítimas" entre ADNs 
repetidos dentro y entre regiones cromosómicas no-homólogas, ocurridas en meiosis 
(Murphyycol.,2005). 
2.4 La heterocromatina constitutiva 
La heterocromatina fue definida por Heitz en 1928 como "segmentos 
cromosómicos o cromosomas enteros que se mantienen condensados durante la 
interfase de la célula mitótica y por tanto aparecen en el núcleo como cromocentros". Se 
trata de la primera definidón y en ella se describen sólo algunas de las caraderísticas 
hoy conoddas de la heterocromatina. Por ser un término acuñado de forma tan 
temprana, bajo heterocromatina se engloban un número heterogéneo de tipos de 
cromatina. Así como también ocurre que diferentes espedes animales muestren 
comportamientos muy distintos en lo que en ellos también se define como 
heterocromatina constitutiva. Como afirma John en el clásico libro sobre la 
heterocromatina editado por Verma (1988): "una región inactiva como las 
correspondientes a la heterocromatina puede ser una zona codificante inactivada o una 
zona no-codificante". A partir de esta afirmadón se concluye que existen muy distintos 
tipos de heterocromatina, que actualmente se clasifican en: i) Heterocromatina tejido-
específica: es eucromatina condensada en una región codificante que no se va a expresar 
en un tejido concreto, ii) Heterocromatina facultativa: surge de la inactivadón a largo 
plazo de una región eucromatíca. ííi) Heterocromatina constitutiva: se distingue por ser 
permanentemente no-codificante y está constituida prindpalmente por ADNsat. 
La heterocromatma constitutiva, que es la que se estudia en el presente trabajo, 
es una forma de cromatina altamente condensada que aparece en todas las especies 
eucariotas. Es característica su ausenda de transcripción y su alta tasa de mutadón. Se 
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puede localizar en varias zonas del genoma (preferentemente en regiones centroméricas, 
regiones teloméricas y en el brazo largo del cromosoma Y) y, generalmente, está 
constituida por sucesiones de secuencias de ADN altamente repetidas. La presenda de 
heterocromatina constitutiva se revela y caracteriza mediante un fuerte tratamiento con 
hidróxido de bario (o álcali) y calor, de modo que aparece un patrón cromosómico 
llamado "Bandas-C", donde sólo se observan las zonas de heterocromatina constitutiva 
resistentes al tratamiento. En el hombre aparece siempre en zonas próximas al 
centrómero y en áreas inmediatamente adyacentes a éste (además de en el brazo largo 
del cromosoma Y). Resulta conflictiva la clasificación y nomenclatura de la 
heterocromatina porque las bandas-C muestran la presencia de heterocromatina 
centromérica como un solo bloque, y dentro de éste pueden presentarse de forma 
continua diversas familias de distintas secuencias de ADNsat que requieren técnicas 
más precisas para su caracterización. Por este motivo existe un cierto consenso para el 
empleo de la siguiente nomenclatura: i) Heterocromatina pericentromérica'. aquella que 
se encuentra junto a la constricción primaria, está presente en todos los cromosomas y 
en el genoma humano está constituida por secuencias repetidas de satélite-al6i. ii) 
Heterocromatina paracentromérica: aparece sólo en algunos cromosomas a 
continuación de la heterocromatina centromérica (o pericentromérica). En el hombre 
puede estar constituida por cualquiera de las familias de ADNsat, excepto satélite-alfa. 
Es destacable entre las características de la heterocromatina que por ser ésta una 
región no codificante, se considera que sufre cambios rápidos en sus secuencias en 
comparación con las secuencias únicas o codificantes, que están generalmente más 
conservadas. Este hecho se propone como uno de los factores promotores de la notable 
existencia de polimorfismos en la heterocromatina constitutiva. 
2J Polimorfismos en la heterocromatina constitutiva 
Las variaciones entre individuos en tamaño, posición y propiedades picnótícas 
de la heterocromatina constitutiva han sido observadas en todo tipo de organismos 
desde que White en 1954 describió por primera vez su naturaleza polimórfíca en 
ortópteros. Lubs y Ruddle (1970) ampliaron el margen de observaciones al demostrar 
que la heterocromatina también era polimórfica en los cromosomas del cariotípo 
humano, hasta el punto de demostrarse el carácter variable de todos y cada uno de los 
cromosomas del complemento (McKenzie y Lubs, 1975). 
Los polimorfismos encontrados en la heterocromatina constitutiva, y, en otra 
escala, las variaciones en el ADNsat, pueden ser de dos tipos: i) cambios en la secuencia 
de nucleótídos (generando \m polimorfismo composición de secuencia) y ii) cambios en 
el número de copias de las unidades de repetición (generando diferencias en el tamaño 
en los bloques de heterocromatina, es decir diferencias en la abundancia relativa de 
Introducción 24 
secuencias de ADN altamente repetidas). Debido al hecho de estar constituida por una 
sucesión de repeticiones de secuencias de ADNsat, así como a causa de la baja presión 
de selección, es frecuente encontrar diferencias en la abundancia relativa de secuencias 
de ADN altamente repetidas en los bloques de heterocromatina centromérica. Estos 
polimorfismos se mantienen constantes dentro de un individuo y presentan variaciones 
en población, ya que, salvo contadas excepciones, el tamaño que presenta un bloque de 
heterocromatina se hereda de forma mendeliana (Phillips, 1977; Verma, 88). Además 
del indudable mterés pobladonal, es muy destacable la utilidad que puede suponer el 
estudio de polimorfismos en otros campos, como por ejemplo en diagnóstico clínico 
(Verma, 88; Kalz y Scwanitz, 2004). El análisis de polimorfismos puede revelar 
contaminaciones de células maternas en cultivos fetales (Hauge y col., 1975) o permitir 
estudios de paternidad y de determinación de zigosidad en gemelos-mellizos y trillizos 
(Olson y col., 1986; Kalz y Scwanitz, 2004). 
Como se ha dicho las bandas-C son la herramienta más sencilla para detectar 
heterocromatina constitutiva y por tanto se trata de una metodología elemental para 
detectar polimorfismos. Desde el primer acercamiento al estudio de polimorfismos en 
cromosomas de cerdo de Guinea (Bianchi y Aires, 1971), las bandas-C se han usado 
exhaustivamente con este fin. Otra técnica eficaz es la digestión de cromosomas fijados 
con enzimas de restricción (Biandii y col., 1985; Bianchi y Bianchi, 1987) basada en la 
capacidad de estas enzimas de digerir diferencialmente las distintas familias de ADNsat, 
lo que también permite poner de manifiesto polimorfismos. Pero no existen muchas más 
formas de acercamiento a este tipo de estudios. En la presente memoria se describe el 
empleo de la W-CGH para la detección de polimorfismos en la heterocromatina 
constitutiva. Así como se ha evaluado la capacidad para generar resultados en los 
distintos campos de aplicación de esta técnica, cuyo fundamento es la hibridación de 
ácidos nucleicos. 
2.6 Los genomas ejMminados a través de la hibridadón de ácidos nucleicos 
La unión complementaria de las secuencias de nucleótidos de una molécula 
patrón de ADN de doble cadena anti-paralela, es susceptible de disociarse por 
desnaturalización térmica o química, y, asimismo, posee la capacidad de volver a 
reconstituirse de nuevo en una nueva molécula de ADN de cadena doble idéntica a la 
original. Este acontecimiento químico-biológico que ofrece la posibilidad de realizar 
estudios tanto de cinética de desnaturalización y renaturalización de ADN, como de 
mapeado o localización de secuencias sobre los genomas, fue descrito por Marmur y 
Lañe a partir de estudios con DNA de Diplococcus pneumoniae en 1960. Estos 
científicos perseguían profundizar en el conocimiento de las funciones del ADN a través 
del conocimiento de sus características estructurales. Este descubrimiento 
principalmente contribuyó al impulso de otra serie de estudios paralelos centrados en la 
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complementariedad de secuencias. A partir de un razonamiento en apariencia sencillo. 
Hall y Spiegelman (1961) sentaron las bases de la hibridación de ácidos nucleicos. 
Intuyeron que para que dos cadenas de ADN desnaturalizadas volvieran a unirse, sería 
un requisito imprescindible que existiese una complementariedad casi perfecta de sus 
secuencias nucleotídicas de forma que ''tenemc^ por tanto un posible método para 
detectar secuencias nucleotídicas complementarias". Para demostrarlo estudiaron la 
hibridación de secuencias entre ARN y ADN del bacteriófago T2, marcados con 
isótopos radioactivos, y detectando el grado de complementariedad por cuantifícado de 
densidad óptica. Mediante la hibridación de ARN ribosómico marcado radiactivamente 
sobre ADN de Drosophila melanogaster, Rittosa y Spiegelman (1965) demostraron que 
dicho ARN procedía de las Regiones Organizadoras del Nucléolo ^ORs; Nucleolar 
Organizer Regions). Para ello emplearon individuos mutantes de Drosophila 
melanogaster con distmtas cantidades de NORs, que les permitieron comprobar que la 
cantidad de densidad óptica observada como consecuencia de la hibridación resultante 
se correspondía proporcionalmente con el número de NORs. Este experimento podría 
haberse resuelto de forma visualmente más directa observando los resultados sobre 
preparaciones metafásicas. Pero no sería hasta 1969 cuando se realiza el primer 
experimento in situ; en él Gall y Pardue lograron hibridar ARN ribosómico marcado 
radiactivamente sobre ovocitos de Xenopus laevis, y obtener fotografías mostrando el 
lugar físico de hibridación de la sonda de ARNr. Casi iimiediatamente, los mismos 
dentífícos publicaron la primera Hibridación in situ (ISH; in situ Hybridization) llevada 
a cabo empleando una sonda de ADN (también modificado radiactivamente) (Pardue y 
GaU, 1969). 
El descubrimiento por parte de Caspersson y colaboradores (1968) de que ciertos 
colorantes (el primero fue la quinacrina) tenían la capacidad de crear bandas 
fluorescentes discretas en los cromosomas, supuso un importante revulsivo en el 
desarrollo de la citogenética ya que supuso la introducción de la que es la herramienta 
más característica: el microscopio de fluorescencia. El descubrimiento de los distintos 
bandeados: Q (Caspersson y col., 1968, 1972), G (Chaudhuri y col., 1971), R 
(Dutrillaux y Lejeune, 1971) y C (Hsu y Arrighi, 1971; Sumner, 1972) permitió en lo 
sucesivo asociar regiones cromosómicas con características morfológicas y precisar en 
la localización de alteraciones estructurales, así como conelacionarlas con 
enfermedades. 
Pero los estudios de hibridación aún discurrían paralelos; en 1981 se localizaron 
los primeros genes mediante ISH sobre metafases. Para ello se empleó ADN humano 
clonado y marcado mediante radioactividad (Harper y Saunders, 1981; Malcolm y coL, 
1981; Gerhard y col., 1981). Este descubrimiento supondría el inició una prolífica época 
de localización génica empleando marcado radioactivo, con los inconvenientes 
característicos de este tipo de método: largos tiempos de exposición y escasa precisión 
(además del riesgo intrínseco que entraña el uso de isótopos). Como se presentará a 
continuación, la sustitución de estos isótopos radiactivos por moléculas fluorescentes 
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que pennítieron la misma resolución espadal y menores tiempos de hibridación, así 
como el desarrollo del microscopio de fluorescencia, supusieron un gran avance en el 
perfeccionamiento de la técnica y permitieron su implementadón como herramienta 
habitual en la investigación biomédica. 
2.7 Hibridación in situ Fluorescente (FISH), Hibridación Get^nuca Comparativa 
(CGH) e Hibridación Genómica Comparativa-Comjdeta (W-CGH) 
Hoy en día la Hibridación in situ Fluorescente (FISH) (Pinkel y col., 1986a, 
1986b) es una técnica de uso muy extendido en citogenética que basa su funcionamiento 
en la desnaturalización del ADN y su finalidad es la localización morfológica de 
secuencias de ADN sobre cromosomas, células o tejidos. Este proceso ocurre mediante 
la unión por homología de secuencias de un ADN problema modificado de forma que 
pueda ser detectado mediante microscopía de fluorescencia, a un ADN desnaturalizado. 
Se parte de ima secuencia aislada á& ADN problema que se transforma en una sonda de 
ADN. Para ello el primer paso es ''etiquetar" o marcar esta secuencia de ADN problema 
utilizando nucleótidos modificados. Básicamente, se procede a la sustitución de algunos 
nucleótidos de la secuencia original por el mismo nucleótído modificado, de modo que 
al final de proceso la molécula de ADN resultante haya incorporado bien sea una 
molécula fluorescente o fluorocromo (FISH directa), o una molécula susceptible de 
unirse a un anticuerpo que llevará una molécula fluorescente o fluorocromo (FISH 
indirecta). De esta manera se obtiene una molécula de ADN modificada que se 
denomina sonda de ADN. Dicha sonda se desnaturaliza y se deposita sobre una 
preparación que contenga cromosomas, células o tejidos cuyo material genético se habrá 
desnaturalizado y estabilizado, generando ADN de cadena sencilla. Durante este 
proceso la sonda hibridará en las regiones de la cromatina donde se localice su 
secuencia de ADN homologa. La visualizadón y localizadón física sobre el cromosoma 
de la secuenda marcada se produce mediante la exdtadón del fluorocromo presente en 
la sonda, empleando microscopía de fluorescenda. En este proceso se pueden introducir 
variadones que permitan la localizadón simultánea de varias secuendas marcadas con 
fluorocromos que se revelen en distintos colores, u otro tipo de modíficadones como las 
descritas a continuadón. 
La FISH es una técnica de uso muy extendido que en 2001 se estimaba que ya 
había generado más de 10000 publicadones (revisión en Kjeldsen y K0lvraa, 2001), 
pero quizá más llamativo aún es el hecho de la gran cantidad de variantes, que emplean 
misma lógica de hibridación por homología, que ha generado. Algunas de estas técnicas 
han supuesto avances revolucionarios en el campo de la investigadón, como el marcado 
de cromosomas completos (whole chromosome painting) (Cremer y col., 1988; Pinkel y 
col., 1988b), el marcado de cromosomas inverso (reverse chromosome painting) (Cárter 
y col., 1992), la FISH multicolor (Nederlof y a>l., 1990), la Hibridación Genómica 
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Conqmrativa (CGH; Comparatíve Genomic Hybridizatíon) (Kallioniemi y col., 1992), o 
el Cariotipado Espectral (SKY; Spectral Karyotyping) (Schronck y <»1., 1996). 
Además han surgido muchas otras técnicas de aplicación más diversa y específica, pero 
no por ello menos interesantes, ya que la mayoría proceden del impulso de genetistas y 
patólogos que tienen la necesidad de caracterizar genotípícamente síndromes y 
enfermedades, y encuentran en la localizadón morfológica de secuencias la herramienta 
idónea. En este ámbito aparecen téoiicas como la FISH de Péptidos-Ácidos Nucleicos 
(PNA-nSH; Peptide Nudeic Adds-FISH) (Lansdorp y col., 1996), la FISH de 
Orientación Cromosómica (CO-FISH; Chromosome Orientation-FISH) (Goodwin y 
Meyne, 1993), la FISH combinada con digestión por Nucleasas (NU-FISH; Nuclease 
digestión-FISH) (Fernández y col., 1997), Detección de Roturas en el ADN mediante 
FISH (DBD-FISH; DNA Breakage Detection-FISH) (Fernández y col., 1998), etc. Y 
también la descrita en la presente memoria: la Hibridación Genómica Comparativa-
Completa (W-CGH; Whole-Comparative Genomic Hybridization) (Fita y col., 2003). 
La W-CGH es una técnica que surge como modiñcadón de la CGH, que, como 
se ha dicho, es una variante de la FISH con una utilidad completamente diferente pero 
también basada en la hibrídadón de sondas en sus regiones de homología. Mediante la 
W-CGH se pretende localizar secuendas que, o bien son distintas, o están representadas 
con distinto número de copias en los genomas de los dos individuos que se comparan. 
Para ello la W-CGH requiere el empleo de dos genomas completos de los dos 
individuos a estudiar, marcados de forma independiente con distintas moléculas de 
modo que puedan ser reveladas con fluorocromos distintos. Se mezclan cantidades 
exactas de los dos genomas marcados para provocar un estado de competidón 
estequiométrica entre ellos, creándose así la sonda que contiene ambos genomas en 
competidón marcados de forma diferendal y llamada Sortda Híbrida (SYf). Siguiendo 
un protocolo prácticamente idéntico al de la FISH, dicha SH se deposita sobre una 
preparadón que contiene células fijadas y desnaturalizadas (generalmente se requieren 
metafases) sobre las que se producirá una hibridadón competitiva entre los dos 
genomas marcados en las regiones donde presenten homología. En aquellos locas de los 
cromosomas de la preparadón donde los dos genomas que compiten presentan 
homología, cabe esperar una hibridadón repartida equitativamente entre las secuendas 
homologas de los dos genomas marcados, lo cual se pondría de manifiesto con una 
fluorescenda similar de los dos fluorocromos con los que están marcados. Pero si uno 
de los dos genomas marcados presenta, para una determinada secuenda, mayor 
homología o número de copias que el otro, su genoma (marcado) hibridará 
preferentemente, desplazando al otro genoma en ese locus. Al observar en el 
microscopio de fluorescenda la prevalencia del color del fluorocromo con el que se 
revela uno de los dos genomas, se pondrá de manifiesto la diferencia existente entre los 
genomas comparados en ese locus concreto. Esto ocurre frecuentemente en los ADNs 
repetidos, ya que, como hemos dicho, son altamente polimórficos. De este modo con un 
simple protocolo de hibridación se detectan todas las diferendas en número de copias 
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de las secuencias del genoma, al nivel de resolución de la técnica, entre los individuos 
estudiados (sean de la misma o distinta especies). 
La técnica original (CGH) es una práctica habitual en medicina para la detección 
de secuencias duplicadas o deledonadas involucradas en diversos tipos de procesos 
oncológicos (ver revisiones en Forozan, 1997; Gebhart, 2004). Debido a su sencillez y 
efectividad la técnica no sólo tiene una aplicación muy extensa y eficaz, sino que bajo 
su misma lógica de planteamiento han surgido distintas modificadones que permiten su 
aplicación sobre arrays (array-CGH; Pinkel y col., 1998a). De forma rutinaria y en su 
utilización de carácter diagnóstico, la CGH requiere bloquear las posibles hibridaciones 
de secuencias de ADN altamente repetidas mediante la adición de competidores sin 
marcar, ya que su objetivo es localizar diferencias entre un genoma control y un 
genoma problema en secuencias únicas (concretamente aquellas que se encuentran 
mutadas, y por tanto involucradas, en procesos oncológicos) (Kallioniemi y col., 1992). 
0 protocolo de la W-CGH no contempla el citado bloqueo, ya que precisamente su 
objetivo primordial de estudio son las secuencias de ADNsat que forman los bloques de 
heterocromatina constitutiva. 
En cualquier caso las características y limitaciones de la W-CGH son las mismas 
que las de la CGH entre las que cabe destacar un poder de resolución de 5 Mb (Speicher 
y Cárter, 2005). Esto implica que las duplicaciones y deleciones menores no pueden ser 
detectadas mediante estas técnicas, y que las diferencias detectables tienen que ser 
considerables en tamaño, por eso las secuencias de ADN altamente repetidas son el 
objetivo idóneo de estudio ya permite poner de manifiesto en un solo experimento todas 
las diferencias cualitativas y/o cuantitativas, detectables con su resolución, entre los 
genomas de los dos individuos comparados. 
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3 OB-TETIVOS 
El objetivo del presente trabajo de investigación se centró en el desarrollo de una 
técnica que permitiera mostrar las diferencias existentes en representación diferencial de 
las secuencias de ADN altamente repetido entre dos genomas que fueran de la misma o 
distinta especie. La técnica denominada Hibridación Genómica Comparativa-Completa 
(W-CGH) se basa en una modificación y adaptación de la hibridación in situ 
Fluorescente (FISH) de ácidos nucleicos. 
Con este fin se plantearon una serie de estudios que pudieran poner de 
manifiesto sus distintos ámbitos de utilidad así como su potencial resolutivo. Para ello 
se diseñaron experimentos que permitiesen caracterizar su opacidad de localizar 
semejanzas y diferencias entre genomas en cuanto a secuencias de ADN altamente 
repetidas, en distintos niveles de relaciones filogenéticas. 
Se analizaron relaciones intra-espedfícas: entre individuos de la misma especie 
(hombre), así como entre individuos de la misma especie y distinta raza (cerdo 
doméstico); inter-espedficas: entre individuos de distinta especie y el mismo género 
(entre roedores del género Microtus y entre saltamontes del género Arcypíerá) y entre 
individuos del mismo orden pero de distinto género (entre primates). También se 
pretende evaluar la opacidad de esta técnica para generar resultados aplicables en 
biomedidna o de interés evolutivo y estructural, a partir de los polimorfismos 
detectados. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1 Materiales 
Para llevar a cabo experimentos de Hibridación Genómica Comparativa-
Completa (W-CGIQ se requieren muestras de ADN genómico, procedentes de los 
individuos a comparar, para ser marcadas y conformar la Sonda Híbrida (SH). Así como 
preparaciones celulares con abundantes metafases para realizar los experimentos de W-
CGH, FKH y Bandas-C. 
Materiales Homo sapiens 
ADN genómico extraído a partir de sangre periférica de Homo sapiens 
(hombre). Se emplearon muestras de cinco varones y cinco mujeres para los estudios de 
caracterización de los polimorfismos. Y de una mujer y un varón concretos (M y V, 
respectivamente) para estudios de aplicación para la cuantificación del grado de 
quimerismo post-trasplante de médula ósea (TMO). linfodtos de los mismos 
individuos fijados en camay (metanoháddo acético; 3:1) extraídos a partir las mismas 
muestras de sangre periférica de Homo sapiens. 
Donaciones de los doctores José Luís Fernández y Vicente Goyanes. Sección de 
Genética y Unidad de Investigación. Hospital matemo-infantil Teresa Herrera, complejo 
hospitalario Juan Canalejo. A Corana. 
Materiales Sus domesticas 
ADN genómico extraído a partir de sangre periférica de Sus domesticus (cerdo 
doméstico). Muestras de dos individuos (machos) de cada una de las siguientes tres 
razas: Diuroc (DU), Ibérica (I) y Landrace/Large White (L). Lmfocitos de los mismos 
seis individuos fijados en camoy, extraídos a partir de las mismas muestras de sangre 
periférica de Sus domesticus. 
Donaciones del Dr. Pedro García Casado. Departamento de Reproducción 
Animal. Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria. 
Madrid. 
Materiales género Microtus 
ADN genómico de Microtus cabrerae (CAB) y de Microtus nivalis (NTV) 
(roedores) extraído a partir de fragmentos de cola. Muestras de un individuo macho de 
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cada especie. Linfocitos de individuos de las mismas especies fijados en camoy. Dos 
plásmidos con las secuencias MSAT-160 de CAB (MSAT-160-CAB) y NIV (MSAT-
160-NIV), respectivamente. MSAT-160-CAB es un trímero de 480 pb clonado en un 
vector pUC-19 y MSAT-160-NIV es un monómero de 160 pb clonado en un vector 
pGEM-T, ambos con un tamaño total de 3,2 kb, la concentración de ambos es 200 
ng/jil. 
Donaciones del Dr. Manuel J. Acosta. Departamento de Biología Experimental. 
Facultad de Ciencias Experimentales. Universidad de Jaén. 
Materiales género Arcyptera 
ADN genómico de Arcyptera tornosi y Arcyptera fusca (saltamontes) extraído a 
partir del cuerpo completo (excepto de las gónadas). Muestras de un macho de cada 
e^iede. Células goniales procedentes del aplastado de folículos de gónadas fijadas con 
etanoháddo acético (3:1), obtenidas de individuos de las mismas especies. 
Material recolectado. 
Materiales Homo sapiens, Pan troghxfytes, Gorilla gorilla y Chlorocebus aetíiiops 
ADN genómico de Pan troglodytes (chimpancé), Gorilla gorilla (gorila) y 
Chlorocebus aethiops (mono verde) (sexo desconocido en todos los casos) obtenidos a 
partir de la colección de muestras de INPRIMAT. ADN genómico de Homo sapiens 
extraído a partir de sangre periférica. Muestras de una mujer y un varón concretos (M2 
y V2), respectivamente. linfocitos de V2 y M2 fijados en camoy extraídos a partir de 
las mismas muestras de sangre periférica. 
Donaciones particulares. 
Materiales de la localización y caracterización de Lugares Lábiles Alcalinos (LLA) 
ADN genómico de Sus domestícus (cerdo doméstico) extraído a partir de sangre 
periférica. Muestras de dos individuos (machos), imo de raza Ibérica y otro de raza 
Landrace/Large White. ADN genómico de Ovis aries (oveja) extraído a partir de 
muestras de sangre periférica. Muestras de dos individuos (machos), uno de raza Assaf 
y otro de raza Castellana. Linfocitos de los mismos individuos fijados en camoy y 
extraídos a partir de las mismas muestras de sangre periférica. Linfocitos de los mismos 
individuos sin fijar e incluidos en mícrogeles de agarosa, extraídos a partir de las 
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mismas muestras de sangre periférica. Muestras frescas de semen de los mismos 
individuos sin fijar e incluidas en microgeles de agarosa. 
Donaciones del Dr. Pedro Garda Casado. Departamento de Reproducción 
Animal. Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria. 
Madrid. Y de OVIGÉN S A. Zamora. 
4J Métodos 
4.2.1 Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH) e Hibridación in situ 
Fluorescente (FISH) 
4.2.1.1 Preparación de las células 
En la mayoría de los experimentos descritos en la presente memoria, las 
hibridaciones se llevaron a cabo sobre línfocitos fijados en camoy (metanoháddo 
acético; 3:1). Sin embargo en otras ocasiones por requerimientos del material o del 
experimento planteado, se practicaron hibridaciones sobre células fijadas mediante 
nitrógeno líquido (género Arcypterá) o sobre células sin fijar incluidas en microgeles 
(experimentos de DBD-W-CGH y DBD-FISH). 
(Ver listado de sondas y preparadones empleadas en Anexo 1). 
Linfocitos extraídos a partir de sangre periférica y fijados en carnoy 
Para la preparadón de extensiones de linfodtos (en los que aparezcan metafases 
e interfases) sobre los que llevar a cabo los experimentos de W-CGH, FISH (y también 
bandas-C), se extrae sangre fresca del individuo (o individuos) que será estudiado, y se 
preserva para su cultivo en im tubo con Heparina-Iitio (para evitar la coagulación hasta 
su utílizadón). Con la mayor premiua posible se añaden 500 |il de esta sangre a un tubo 
con 5 mi de medio de cultivo (RPMI1640) (GIBCO) que también contiene 500 [ú de 
suero fetal de camero, 75 [ú de buffer Hepes IM, 75 \il de I^Glutamina, 100 \ú de 
fitohemaglutinina y 75 \ú de ampicilina (50 \ig/\ú) y se mantiene a 37°C diu-ante 72 
horas. Posteriormente se añaden 200 \ú de colchicina (10 \íg/\ú) y se deja actuar a 37°C 
durante 45 minutos. Se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min y se procede a un choque 
hipotóníco exponiendo el decantado a KCI (75 mM) a 37°C durante 15 min, tras lo cual 
se centrifuga y se fija el sobrenadante en carnoy. Las células se conservan a -20^ hasta 
su empleo. Para la preparadón de extensiones de linfodtos, se deposita una gota sobre 
un portaobjetos limpio (previamente conservado en 210 mi de etanol, 110 mi de 
metanol y 150 mi de ácido acético) y se deja secar al aire aproximadamente 2 h. Se 
comprueba la calidad de la preparadón empleando un microscopio óptico y contraste de 
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ñises. Se aceptan preparaciones con material bien conservado y que además tengan un 
alto número de metafases. 
Linfocitos extraídos a partir de ganadas de saltamontes y fijados con etanoL'ácido 
acético (3:1) 
Tras la recolección de los organismos se obtienen gónadas frescas y se fijan 
rápidamente en etanohacético (3:1), de esta manera pueden conservarse (a -2QPC) hasta 
su utilización. Para obtener preparaciones, se aplasta un folículo de la gónada sobre una 
gota de ácido acético (45%) en un portaobjetos, se coloca un cubreobjetos y sumerge 
durante 5 s en nitrógeno líquido e inmediatamente después se retira el cubreobjetos. 
Antes de emplearse, se comprueba la calidad de la preparación empleando un 
microscopio óptico y contraste de fases. Se aceptan preparaciones con material bien 
conservado y que además tengan un alto número de metafases. 
Linfocitos y espermatozoides sin fijar incluidos en microgeles 
Los linfocitos recién extraídos se centrifugan suavemente y el pellet se diluye en 
PBS IX. Las muestras frescas de semen se diluyen también en PBS IX. En ambos casos 
se busca una concentración aproximada de 5.10^ células/ml. Para realizar la inclusión 
en microgeles, se mezcla la resuspensión de las células en PBS IX con agarosa de bajo 
punto de fusión al 0,7%, a 37°C. Se eyectan 15 {il de esta mezcla en un portaobjetos de 
cristal previamente recubierto de agarosa al 0,65% secada a 80°C. Se coloca un 
cubreobjetos (10 x 60 nun) sobre la muestra y se deja solidificar a 4°C. Después de unos 
minutos se retira el cubreobjetos y la muestra se puede procesar. Tanto los linfocitos 
como los espermatozoides de una misma especie se procesaron en un mismo 
portaobjetos en dos microgeles separados longitudinalmente. 
4.2.1.2 Preparación de la Sonda Híbrida (SH) 
Para llevar a cabo los experimentos de W-CGH se requiere el marcado 
independiente (pero en cantidades idénticas) de dos muestras de ADN genómico 
procedente de los genomas de los dos individuos que serán los comparados en la 
hibridación. Estos dos genomas marcados se mezclan en cantidades exactas dando lugar 
a una SH. La síntesis de esta SH es un paso crítico en los experimentos de W-CGH y 
requiere ser muy exigente con la calidad de los ADNs empleados, así como muy preciso 
en la exactitud de las cantidades marcadas de cada individuo para que los resultados 
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sean fiables y los genomas de los individuos puedan ser rigurosamente comparados en 
base a esta SH. 
4.2.1.2.1 Obtención deADN genómico 
En la mayoría de los experimentos descritos se obtuvo el ADN genómico a partir 
de muestras de sangre periférica. Con la excepción de los estudios relativos al género 
Arcyptera, en el que se emplearon cuerpos a>mpletos de saltamontes para su obtención. 
Obtención deADN genómico a partir de muestras de sangre periférica 
Tras la extracción de la sangre, ésta se conserva en tubos con EDTA (5-10 mi). 
El proceso de extracción de ADN se lleva a cabo con un kit comercial para el 
aislamiento de ADN a partir de sangre de mamíferos (Roche). El proceso consta de una 
sucesión de etapas de digestión de linfodtos y eritrocitos, y de retirada de prote&ias. A 
continuación se precipita el ADN con etanol puro y se mantiene 12 h a -20° C. 
Posteriormente se lava el ADN con etanol [70% (volArol)] y se deja secar. Por último se 
resuspende en agua destilada (HaOd) y se conserva a 4°C. 
Obtención deADN genómico a partir de cuerpos de Arcyptera tomosi y Arcyptera 
fusca 
Para la extracción de ADN genómico de las dos especies del género Arcyptera, 
se homogenizan los cuerpos de individuos previamente congelados a -80°C utilizando 
nitrógeno liquido y se digieren con Proteinasa K (300 (ig/ml) y SDS 2% a 37°C durante 
12 h. A continuación se precipitan con NaQ 6M durante 30 min a 4°C y etanol puro 
durante 12 h a -20°C. Posteriormente se lava el ADN con etanol [70% (voWol)] y se 
deja secar. Por último se resuspende en agua destilada (H20d) y se conserva a 4°C. 
4.2.1.2.2 Marcado de los genomas 
Tras realizar la extracción del ADN genómico, se mide su concentración 
mediante un espectrofotómetro (GeneQuant II; Amersham Pharmacia Biotech) con el 
fin de poder marcar con exactitud cantidades eqtiimolares de los dos genomas en 
estudio, así como para analizar su pureza. También se comprueba su integridad 
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mediante electroforesís en gel de agarosa (1%). A continuación se marcan o sintetizan 
los genomas modificados que constituirán la SH, para lo cual se marca 1 \ig de cada 
ADN genómico mediante la técnica de Nick Translation (Nick Translatíon Kit; Roche). 
Con el fin de conseguir un marcado diferencial de los dos ADNs se utilizan dos 
moléculas trazadoras diferentes: digoxigenina-ll-dUTP y biotina-14-dUTP (que 
posteriormente podrán ser reveladas en distintos colores). La reacción de Nick 
Translation se deja trabajar durante 90 min. A continuación se detiene con EDTA 2M, 
pH 8. Para obtener una hibridación uniforme e intensa, los tamaños de los fragmentos 
de las sondas sintetizadas deben oscilar entre 600 y 2000 pares de bases. Siempre es 
aconsejable comprobar el tamaño de los fragmentos de ADN mediante electroforesis en 
un gel de agarosa al 1%. Una vez marcados, se mezclan ambos ADNs genómicos de 
modo que obtenemos una SH en la que ambos ADNs están representados en igual 
cantidad y cada uno se encuentra marcado con una molécula trazadora diferente. A 
continuación se precipita esta SH con LiCl 4M y etanol puro durante 12 h a -20° C. 
Después se lava con etanol [70% (voVvol)] y se deja secar. Posteriormente se 
resuspende en mezcla de hibridación [Formamida 50% (vol/vol), Dextran Sulfato 10% 
(pesofvoí), 2XSSC; pH 7] hasta obtener una SH de concentración final 20 ng/\il. Se 
conserva a -20°C. Antes de ser utilizada para hibridación, esta SH se desnaturaliza a 
70°C durante 10 min y después se mantiene 5 min en hielo. 
(Ver listado de sondas y preparaciones empleadas en Anexo 1). 
4.2.1.3 Hibridación 
La hibridación es otro punto clave en el correcto desarrollo de los experimentos 
de W-CGH y FISH. Es impresdndible que se aplique una correcta desnaturalización de 
las células sobre las que se va a hibridar, de modo que no se degrade el material 
genético, pero que se genere ADN de cadena sencilla (ADNss) al que la sonda 
(previamente desnaturalizada) se hibridará por homología. 
Hibridación de las preparaciones fijadas con camoy o etanoUácido acético (3:1) 
Cada una de las preparaciones que serán hibridadas tanto mediante W-CGH 
como mediante FISH, se incuba con 100 \ú de 2XSSC a 37°C durante 1 h en cámara 
húmeda y bajo un cubre deparafilm (American National Can) de 24 x 24 mm, de modo 
que cubra toda la región de interés. A continuación se retira dicho cubre y se deshidrata 
la preparación en una serie sucesiva de etanoles a distintas concentraciones [70%, 85% 
y 100% (vol/vol)] a -20°C (durante 5 min en cada uno) y posteriormente se deja secar al 
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aire. Después se desnaturaliza en Fonnamida al 70%/2XSSC a 70°C durante 2 min, y se 
deshidrata de nuevo en la misma serie de etanoles descrita. Posteriormente se aplica la 
sonda conespondiente (SH para experimentos de W-CGH y sondas comerciales para 
FISH), previamente desnaturalizada, sobre la preparación, se coloca bajo un 
cubreobjetos de cristal (de 24 x 24 nmi) sellado con goma, y se deposita en cámara 
húmeda a 37°C, permitiendo la hibridación durante 12 h. 
Hibridación de las muestras sin fijar incluidas en microgeles 
El protocolo de las muestras sin fijar incluidas en microgeles varía con respecto 
al protocolo de hibridación estándar, ya que en este caso se pretende conservar la 
estructura de las células de modo que se puedan detectar daños y roturas que existiesen 
en éstas en su estado natural. El protocolo de esta variante de la técnica que permite la 
Detección de Roturas en elADN mediante W-CGH (DBD-W-CGH) es una adaptación 
para SHs del de DBD-FISH Fernández y col., 1998). 
En primer lugar las células se someten a un proceso de lisis y retirado de 
proteínas. Para ello se incuban las preparaciones en una solución ligeramente básica que 
contiene Tris-HQ 0,4M, NaQ 2M, SDS al 1% (vol/vol) y DTT 0,4M; pH 7,5, a 
temperatura ambiente (TA) durante 25 min. Las preparaciones se incuban en posición 
horizontal para evitar la dispersión de la cromatina. Posteriormente los nucleoides 
resultantes se lavan en NaQ al 0,9% a TA durante 10 min. A continuación las células se 
someten a un proceso que genera ADNss. Para ello las preparaciones se incuban a TA 
durante 150 s en una solución de desenrollado (''unwinding") que contiene: NaOH 
0,03M, NaQ IM. Tras neutralizar los preparados con Tris-HQ 0,4M; pH 7,5 durante 5 
min, los nucleoides se lavan en TBE IX durante 2 min. E)espués se deshidratan en una 
serie de etanoles a distintas concentiaciones [(70%, 85% y 100% (vol/vol)] a -20°C 
durante 2 min en cada uno, y se dejan secar. Posteriormente se aplica la sonda 
correspondiente, previamente desnaturalizada, se coloca bajo un cubreobjetos de cristal 
(de 10 X 60 mm) y se deposita en cámara húmeda a 37°C, permitiendo la hibridación 
durante 12 h. 
Este protocolo se aplicó tanto en los experimentos que emplean ima sonda de 
ADN genómico total (DBD-FISH), como los que emplean una SH (DBD-W-CGH). 
4.2.1.4 Revelado de la hibridación 
En todos los casos, de^ués de la hibridación la preparación se lava en 
formamida al 50%/2XSSC a 42°C durante 15 min en agitación (excepto donde se 
indique lo contrario), y a continuación en 2XSSC a 37°C durante 8 min, también en 
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agitación. Se añade un bloqueante de anticuerpos inespedficos [BSA 10% (peso/vol), 
Tween20 20% (vol/vol), 2XSSC; pH 7] y se incuba bajo un cubre de parafilm a 37°C 
durante 5 min en cámara húmeda. Y posteriormente se revela la preparación. En el caso 
de la W-CGH se emplean dos anticuerpos que permiten revelar las dos moléculas 
trazadoras empleadas con fluorescencias distintas, es decir: la digoxigenina en verde (G) 
y la biotina en rojo (R). Estos anticuerpos son Fluorescein Anti-digoxigenin 
(G)/Avidin-Rhodamine (R) (Roche). En los experimentos de FISH en que sólo se 
pretenda revelar ima sonda sencilla se utilizará uno sólo de estos mismos anticuerpos. 
Para el revelado se incuba la preparación durante 25 minutos a 37°C en cámara húmeda 
bajo im cubre de parafilm (24 x 24 mm) con los anticuerpos descritos. Finalmente se 
lava la preparación en 4T [Tween 20 0,1% (voWol), 4XSSC; pH 7] y se monta la 
preparación con anti-fading (Vectashield), y, opcionalmente, se contra-tifie con DAPI 
(4',6-Diamidino-2-Fenilindol) (lOOng/fil). 
4.2.1.5 Análisis Digital de Imagen (DÍA) de los resultados de W-CGH y FISH 
Una vez montadas, las preparaciones se estudian empleando im mioroscopio de 
fluorescencia y un sistema de captura y Análisis Digital de Imágenes (DÍA). El equipo 
utilizado consiste en un microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems, Leitz 
DMRB) con objetivos de 20, 40, 65 y 100 aumentos, equipado con una cámara digital 
CCD (Leica Microsystems DFC 350 FX) acoplada a un equipo informático y con un 
sistema de flltros de fluorescencia R, G y azul (B) (Leica Microsystems; filtros Y3,13 y 
A, respectivamente). Las imágenes se captan en niveles de gris en tres canales distintos 
(R, G y B) con un programa informático adaptado para la función (Leica Microsystems 
DC Viewer 200), y se almacenan en formato ".tif'. Cada canal puede ser fotografiado 
con una velocidad de captura distinta, pero, salvo excepciones, los canales R y G se 
toman a idénticas velocidad (si los resultados de las hibridaciones no lo permiten, se 
pueden tomar a distintas velocidades y después ajustar los niveles R o G en base a los 
resultados de un control). Dado que el canal B corresponde a la contratinción con DAPI 
y no está relacionado con la competición entre genomas, puede ser tomado a otra 
velocidad distinta sin afectar en modo alguno a los resultados del experimento. 
La superposición de los canales R, G y B para formar la imagen definitiva, así 
como la sustracción del fondo y la normalización de los niveles de R y G (en los casos 
en que sea necesario), se lleva a cabo mediante el empleo del programa informático 
Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated). 
Sobre las imágenes de W-CGHs adquiridas de y montadas, se realiza el DÍA con 
los programas informáticos Visilog 5.1 (Noesis) y Leica QWin Pro 3.2.0 (Leica 
Microsystems). El primero nos permite realizar im perfil longitudinal de la cantidad 
relativa de niveles de R y G, a lo largo del cromosoma o cromosomas seleccionados 
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(Figs. 3h y 4b',c'). El segundo nos penníte medir la magnitud de la señal de 
fluorescencia en las metafases y/o células en interfase que deseemos estudiar, así como 
en las áreas que nos interesen de cualquier imagen. Los valores se obtienen en cantidad 
de niveles de R, G y B (en valores desde O hasta 255) de las regiones de las imágenes 
seleccionadas o "detectadas" manual o automáticamente. 
A partir de los valores obtenidos mediante estos programas informáticos se 
procede al análisis de los distintos resultados empleando el soporte informático 
Microsoft Excel (Microsoft). Ea los experimentos de W-CGH la fluorescencia en R y en 
G de una determinada región será proporcional a la cantidad de hibridación de cada uno 
de los genomas presentes en la SH. Por tanto es necesario realizar cálculos para 
establecer las hibridaciones relativas de cada uno de los genomas. Para ello se calculan 
distintos parámetros a partir de los valores cuantifícados de R y G (y B, 
ocasionalmente). 
Cuando los individuos comparados comparten idénticas familias de secuencias 
de ADN altamente repetidas y sólo difieren en la abundancia relativa de éstas, se 
estima la relación R/G (o G/R). Esta relación en una determinada región será indicativa 
de la hibridación relativa de uno y otro genoma de los presentes en la SH. Y, por tanto, 
indicativa de la diferencia entre estos en el número de copias de las secuencias de ADN 
altamente repetidas de una determinada región. Se puede elegir de forma indiferente el 
parámetro R/G o G/R (ver Anexo 2). 
En otras circunstancias se calcula la relación R/B (o G/B). Se trata de casos en 
los que se quiere relativizar el tamaño de un genoma o de imas regiones concretas 
localizadas mediante W-CGH o FISH, con respecto al tamaño completo del genoma en 
B, procedente de la contratinción con DAPI. Como es el caso de los estudios de 
resultados de FISH en los que se quiere comparar el tamaño del satélite clásico m de los 
cromosomas 9-9' de dos individuos distintos. Para ello se calcula la relación G/B, en la 
que relaciona el tamaño de los bloques de heterocromatina (G) con el tamaño del 
genoma total (B), en cada uno de los individuos. También es el procedimiento empleado 
para el cálculo del tamaño de las regiones centroméricas de las especies de Microtus 
frente al total de su genoma (ver Anexo 2). 
Cuando los individuos comparados presentan regiones en las que no poseen las 
mismas secuencias, es decir cuando las diferencias no son de abundancia relativa, sino 
de composición de secuencia, entonces existen dos posibilidades. Si la W-CGH no se 
lleva a cabo sobre el genoma de ninguno de los dos individuos comparados, se puede 
calcular, de nuevo, la relación G/R (o R/G). Por otro lado, si la W-CGH se realiza sobre 
células de imo de ellos se puede calcular la Identidad Citogenética (IC). Ésta se define 
como: IC=2R/(R+G) (si el genoma sobre el que se híbrida es de la misma especie que el 
marcado en G en la SH); IC=2G/(R+G) (si el genoma sobre el que se híbrida es de la 
misma especie que el marcado en R en la SH) (ver Anexo 2). 
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Tanto para todos estos cálculos, como para la estúnadón de las medias, 
desviaciones típicas (desvest) y estudios de validación estadística, se emplea el citado 
programa informático (Excel; Microsoft). 
4.2.2 Bandas-C 
Para obtener el bandeado que premite la localizadón de las regiones de 
heterocromatina constitutiva en los cromosomas, las preparaciones, previamente fijadas 
en camoy o etanolrácido acético (3:1) y secadas al aire, se sumergen en una solución de 
Ba(OH)2 al 5% (peso/vóí) a 60°C durante 10 min. A continuación tras lavar 
profusamente en agua corriente, se mantienen en 2XSSC a 60°C durante 30 min. 
Después se lavan en agua corriente de nuevo y se tifien con colorante Giemsa al 5% 
(peso/vol) durante 3 min, se vuelven a lavar con agua corriente y se dejan secar. Se 
aplica un cubreobjetos con una gota de líquido montante (Depex; Serva) y se observan 
al microscopio óptico. 
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5 RESULTADOS 
5 J Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH) intra-específica 
5.1.1 Homo sapiens 
5.1.1.1 Caracterización de los polimorfismos 
Tras un experimento de Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-
CGH) entre genomas de dos individuos de la especie humana, se observa que no todos 
los cromosomas de la preparación presentan emisión fluorescente en la misma longitud 
de onda. Tanto sobre los cromosomas en metafase como sobre los núcleos en interfase 
aparece toda una gama de colores que se corresponden con la transición entre las 
emisiones fluorescentes en rojo (R) y en verde (G). Existe una clara preponderancia de 
los tonos amarillo-anaranjados que se relacionan con una superposición proporcionada 
de las emisiones de los fluorocromos (R + G) con los que se revelan los genomas 
marcados presentes en la Sonda Ifibrida (SH). En las metafases se observa que los 
brazos cromosómicos (salvo excepciones) muestran fluorescencia amarillo-anaranjada 
procedente de la suma de R y G, mientras que algunas regiones de heterocromatina 
centromérica muestran una dominancia R o G destacable (Fig. 3a-b'). Además es en 
esas mismas regiones donde los resultados se observan con fluorescencias más intensas 
debido a la alta condensación que sufren las regiones de heterocromatina constitutiva 
(Fig. 3g-h). 
La dominancia de la fluorescencia de uno de los dos canales (R o G) indica una 
hibridación mayor, en esa determinada región, del ADN genómico marcado para ser 
revelado en ese color. Y, por tanto, pone de manifiesto un mayor número de copias de 
dicha secuencia en el genoma de ese individuo concreto. En base a este razonamiento 
podemos intentar localizar las regiones más polimórficas mediante W-CGH, es decir, 
las que presentan las diferencias más notables o con mayor frecuencia entre individuos. 
Tras un experimento de W-CGH todas las regiones centroméricas, así como el 
brazo largo del cromosoma Y, son susceptibles de mostrar fluctuaciones en los niveles 
de las fluorescencias R y G, así como predominancia de una de ellas. Esta situación es 
particularmente evidente en los cromosomas 1, 9, 16 e Y, y en toda la serie de 
cromosomas acrocéntricos (13,14 y 15) (Fig. 3). Además, la resolución de la téoiica 
nos permite observar si se presentan diferencias entre familias que forman un mismo 
bloque de heterocromatina. Es decir, en aquellos cromosomas que presentan distintas 
familias de secuencias de ADN altamente repetidas integradas en la misma región 
centromérica, es posible encontrar diferencias en los patrones de fluorescencia que 
presenta cada una de ellas. Particularmente notable es el caso del cromosoma 1, donde 
el satélite-alfa (región pericentromérica) y satélite clásico 11 (región paracentromérica) 
muestran frecuentemente distintas abundancias relativas claramente visibles, cuando se 
comparan dos individuos concretos (Fig. 3c, g-h). 
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Los resultados anterionnente descritos fueron obtenidos en una batería de 
experimentos de W-CGH empleando 10 individuos elegidos al azar. A partir de estos 
resultados se plantearon los experimentos siguientes, diseñados para demostiar que las 
variaciones en color que aparecen en la heterocromatina constitutiva de algunos 
cromosomas se deben al aporte diferencial de secuencias de ADN satélite por parte de 
los dos genomas marcados presentes en la SH. Es dedr, son debidas a polimorfismos en 
el tamaño de los bloques de heterocromatina de los dos individuos comparados. 
También a continuación se propone una posible aplicación a la localizadón de este tipo 
de polimorfismo. 
5.1.1.2 Aplicación para la cuantificación del grado de quimerismo post-trasplante de 
médula ósea (post-TMO) 
El trasplante de precursores de médula ósea (TMO) es el procedimiento 
terapéutico que se administra con mayor frecuencia a enfermos de leucemia. Tras el 
TMO se genera en el organismo del receptor del trasplante (RC) im estado de 
quimerismo celular. Es dedr, células procedentes, y por tanto con las características 
genéticas del donante (D), conviven con las del padente o RC. La capaddad del sistema 
linfohematopoyético de D de restaurar una hematopoyesis sana en RC es crítica para el 
éxito del transplante y para evitar la recídda de RC (Petz y col., 1987; Dubovsky y col., 
1999). Por este motivo el estudio, seguimiento y cuantificadón del grado de 
quimerismo celular (propordón de células de D y RC) existente en el organismo de R, 
es determinante para observar el progreso y la dinámica de la enfermedad, así como 
para evaluar raídamente la necesidad de alternativas terapéuticas, detectar un posible 
rechazo al tra^lante o una reddiva (Petz y col., 1987; Khan y col., 2004; Thiede y col., 
2004; Bader y col., 2005). 
Se planteó un experimento con objeto de comprobar la capaddad de la W-CGH 
para encontrar diferendas entre los genomas de dos individuos considerados como D y 
RC en un hipotético TMO. Es dedr, se intentó valorar la eficada de la técnica para 
encontrar marcadores cromosómicos que permitan diferendar e identificar los genomas 
y células de D y RC cuando se encuentren mezcladas en una situadón de quimerismo 
celular. Con este fin se localizaron dos individuos diferentes en cuanto al tamaño de los 
bloques heterocromatina constitutiva de los cromosomas 9-9* (caracterizado como uno 
de los más polimórficos). Por tanto se esperaba de los dos mdividuos que tuviesen 
distinto número de copias de las secuendas de ADN altamente repetidas que conforman 
dichos bloques (satélite clásico IB). El estudio previo de los cariotipos mediante 
Bandas-C permitió selecdonar una mujer (M) que presentaba dos cromosomas 9-9' 
cuyos bloques de heterocromatina constitutiva eran notablemente mayores que los de un 
varón (V), escogido como individuo a comparar con ella. El hecho de que fuesen de 
Resultados 44 
distinto sexo supone una ventaja adicional, ya que permite realizar controles empleando 
sondas específicas para los cromosomas sexuales. 
Para llevar a cabo un análisis previo de la capacidad de la W-CGH para detectar 
marcadores que permitan hacer un seguimiento eficaz del grado de quimerismo post-
TMO, se siguieron tres pasos. En primer lugar se comprobó la efectividad de la W-CGH 
a la hora de detectar diferencias entre individuos en el número de copias de secuencias 
de ADN altamente repetidas presentes en determinadas regiones de heterocromatina 
constitutiva (concretamente en este caso en la región centromérica de los o-omosomas 
9-9'). En segundo lugar se corroboró mediante Hibridación in situ Fluorescente (FISH) 
y Análisis Digital de Imágenes ^ l A ) que el marcador detectado era cuantitativamente 
diferente entre M y V, y se calculó un valor, o Código Celular (CQ, que caracterizara a 
M y V (el tamaño de los bloques de heterocromatina de sus cromosomas 9-9'). Por 
último se crearon artificialmente distintas situaciones de quimerismo y se comprobó la 
capacidad de la metodología propuesta, que implica W-CGH/FISH/DIA, para 
cuantificar correctamente el grado de quimerismo celular. 
Polimorfismos en los bloques de heterocromatina de los cromosomas 9-9' 
En primer lugar se marcaron los ADNs genómicos de V y M y se combmaron en 
cantidades idénticas para crear una SH que nos permitiese comparar sus genomas 
mediante W-CGH. El ADN genómico de M fue marcado con digoxigenina para ser 
revelado en G (M-G), mientras que el ADN genómico de V se marcó con biotina y 
reveló en R (V-R). La SH: M-GA^-R, se hibridó sobre preparaciones de linfodtos de V 
que presentaban abundantes metafases. Se seleccionaron y fotografiaron 10 metafases y 
se analizaron los resultados mediante DÍA. Las imágenes revelaron fluorescencia 
amarillo-anaranjada (R + G) a lo largo de los brazos de los cromosomas y en ciertas 
regiones centroméricas (Fig. 4). Sin embargo, ciertos cromosomas (concretamente el 1, 
9,15,16 e Y) mostraron en sus bloques de heterocromatina una fluorescencia en la que 
predominan el R o el G (Fig. 4). Es destacable el caso concreto del cromosoma Y, en el 
que, al tratarse de tm cromosoma sexual exclusivo del varón, todo el aporte de 
secuencias homologas presente en la SH proviene del ADN genómico de V, y, por 
tanto, muestra una notable fluorescencia R en la hibridación (Fig. 4a, c-c'). El empleo 
de ima SH inversa: M-RA^-G, sirvió como control de que los resultados observadí» eran 
consistentes, al mostrar en su hibridación fluorescencias inversas. 
A pesar de que mediante W-CGH se revelaron distintos polimorfismos entre M 
y V, para el presente estudio centramos nuestra atención en la región centromérica de 
los cromosomas 9-9', ya que esta pareja mostraba las mayores diferencias en el estudio 
previo con Bandas-C y además muestra la descompensación más notable entre niveles 
de R y G (a favor del G) (Fig. 4a-b'). Los valores de G y R en las regiones 
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centroméricas de los cromosomas 9-9' (medidos en ambos cromosomas 
simultáneamente) fueron cuantifícados en 10 imágenes y se calculó la proporción G/R, 
que ofrece un valor medio de 1,87 (± 0,09) revelando una alta predominancia de G 
sobre R (> 1,25, valor empleado habitualmente como umbral en los estudios de CGH) 
(du Manoir y col., 1995). La interpretación de dicho resultado nos permite concluir que 
la hibridación de M-G es notablemente mayor que la de V-R en esa determinada región, 
y, por tanto, presumir que el genoma de M presenta una cantidad mayor de secuencias 
de ADN altamente repetidas conformando las regiones centroméricas de sus 
cromosomas 9-9' que el genoma de V. 
Caracterización de los individuos mediante un "Código Celular" (CC) 
Con el fin de establecer una característica genómica que nos permitiera 
distinguir entre los dos individuos estudiados (M y V) en una situación de quimerismo, 
empleamos la diferencia localizada mediante W-CGH, es decir el distinto número de 
secuencias de ADN altamente repetidas que presentan M y V en la región centromérica 
de sus cromosomas 9-9'. Para ello asociamos un valor numérico con el tamaño estas 
regiones para cada individuo. Con este fin se realizaron independientemente dos 
experimentos de FISH, uno sobre preparaciones con linfodtos de V y otro sobre 
linfodtos de M. Para hibridar la región centromérica de los cromosomas 9-9' en ambos 
casos, se empleó una sonda comercial de su satélite clásico m revelada en G (Fig. 5). Se 
capturaron 50 imágenes de interfases de cada uno de los experimentos (sobre V y sobre 
NQ y se procedió al DÍA. Esto se hizo con el fin de i) comprobar mediante DÍA si 
realmente si dichas regiones son diferentes en tamaño entre los dos individuos y por 
tanto en número de secuencias que las conforman, y ii) para establecer el CC. El CC se 
define como el tamaño relativo de los bloques de heterocromatina centromérica de un 
determinado par cromosómico frente al tamaño total del genoma. Para llevar a cabo este 
cálculo es necesario medir la fluorescencia emitida por la sonda específica en las 
regiones centroméricas de los cromosomas 9-9' (que será proporcional al tamaño de los 
bloques de heterocromatina de dicho cromosoma), y compararla con la fluorescencia B 
del genoma total (procedente de la contratinción con DAPI). Por tanto el CC de la 
región centromérica de los cromosomas 9-9' (9CC) se calcula como la cantidad de 
niveles de G medidos a partir de la fluorescencia de la sonda del satélite clásico m del 
cromosomas 9, frente a la cantidad de niveles de B procedentes de la fluorescencia de la 
contratinción del genoma completo con DAPI. La suma del de los niveles de G de las 
regiones centroméricas de los cromosomas 9-9' y la suma de los niveles de B en el resto 
del genoma, se cuantificó en 50 células independientes de cada uno de los individuos. Y 
estos valores se emplearon para calcular la relación G/B en dichas 50 células en 
interfase, para cada uno de los individuos. Los valores que se obtienen de la relación 
G/B para M (9CC-M) se encuentran dentro del rango: 0,0018-0,0097 (media=0,00486; 
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desvest=0,00284), y los de V (9CC-V) dentro del rango: 0,0004-0,0019 
(media=0,00126; desvest=0,00055). Aunque ambos intervalos solapan entre los valores 
0,0018-0,0019, se comprobó que existen diferencias significativas entre sus medias (t-
Student=6,8>2,03; a=0,05) (ver Tabla 1). 
Cuantificación del quimerismo (artificial) empleando el CC 
Se crearon artificialmente tres situaciones de quimerismo para evaluar la eficacia 
del método propuesto. Para ello se mezclaron linfocitos fijados en carnoy de M y V en 
distintas proporciones conocidas: 1:1, 2:1 y 3:1 (M1:V1, M2:V1, M3:V1, 
respectivamente), estudiadas en tres preparaciones distintas. Se adjudicó un origen a 
cada célula de las presentes en estas situaciones de quimerismo, empleando el CC 
previamente establecido que caracteriza a cada individuo (en este caso 9CC-V y 9CC-
M). Para ello se llevó a cabo sobre las distintas preparaciones (M1:V1, M2:V1, M3:V1) 
una FISH sencilla empleando la misma sonda comercial (satélite clásico m del 
cromosoma 9) e idéntico protocolo al que se utilizó en la determinación del 9CC (Fig. 
5). En cada preparación se estimó el valor de 9CC de 50 células escogidas al azar y los 
valores resultantes se compararon con los de 9CC-M y 9CC-V previamente obtenidos. 
De esta manera se adjudicaron cada una de las 50 células de cada preparación a un 
supuesto origen: M ó V (0-M y 0-V, respectivamente; ver tabla 2). Aquellas células 
cuyo 9CC se encuentra dentro del intervalo de solapamiento de 9CC-M y 9CC-V 
(G/B=0.0018 - 0.0019) no pudieron ser asignadas a ningún origen, por tanto no fueron 
consideradas {Desc: ver tabla 2). Teniendo en cuenta que empleábamos células de 
individuos de distinto sexo, el uso adicional de una sonda comercial especffica para la 
detección de las secuencias del ADN satélite del cromosoma X nos proporcionó un 
control del origen de cada célula en base a los cromosomas sexuales (Fig. 5). Y nos 
permitió comprobar que la adjudicación a un determinado origen mediante 9CCs fue 
correcta en todas las células consideradas. Los experimentos fueron repetidos tres veces 
para cada situación de quimerismo (M1:V1, M2:V1, M3:V1). Los resultados 
observados se compararon con los resultados esperados para cada grado de quimerismo. 
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los casos 
(ver Tabla 2). 
5.1.2 Sus domesticas 
El número cromosómico del cerdo (Sus domesticas) es 2n=38, y se encuentran 
repartidos en xm cariotipo bimodal con doce cromosomas metacéntricos, seis 
acrocéntricos y dos sexuales. La heterocromatina constitutiva en los autosomas aparece 
predominantemente en las regiones centroméricas de todos ellos (Schnedl y col., 1981; 
Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH) 47 
Gustavsson, 1988). El experimento aquí descrito tiene la intención de localizar las 
diferencias existentes entre distintas razas de cerdo en sus secuencias de ADN altamente 
repetidas. Y para ello se comparan mediante W-CGH tres razas con tres orígenes 
distintos. Dos europeas: la raza híbrida Landrace/Largewhite y la raza Ibérica, y una 
raza norteamericana: Duroc. 
Estos experimentos se llevaron a cabo empleando distintas SHs sintetizadas a 
partir de los ADNs genómicos de individuos (machos) de las distintas razas (que se 
compararon dos a dos). Estas SHs fueron hibridadas sobre linfocitos fijados en camoy 
procedentes de los mismos individuos. Las tres razas se organizaron por parejas para ser 
estudiadas: Ibérica vs. Duroc, Ibérica vs. Landrace/Large White y Landrace/Large 
White vs. Duroc. Los resultados se muestran resumidos en la tabla 3. 
Se sintetizaron distintas SHs para ser empleadas como controles. En éstas el 
ADN genómico de cada individuo fue marcado independientemente para ser revelado 
con dos fluorocromos distintos (independientemente en R y G), y dichas SHs fueron 
hibridadas sobre linfocitos del mismo individuo. Adicionalmente se compararon entre sí 
distintos individuos de la misma raza. En todos estos casos los resultados mostraron 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) a lo largo de todos los cromosomas 
(manifestando mayor intensidad en las regiones de heterocromatina) como consecuencia 
de la hibridación semejante de los distintos mareajes del genoma presentes en la SH. 
Raza Ibérica vs. raza Duroc 
El genoma de un macho de raza Ibérica marcado para ser revelado en R (I-R), se 
comparó con el de un macho de raza Duroc marcado para ser revelado en verde (DU-
G). La SH: I-R/DU-G, se híbrido tanto sobre linfocitos del individuo Ibérico como del 
IXiroc, de forma independiente. En ambos casos en los brazos cromosómicos se observó 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) como consecuencia de la hibridación 
equímolar de ambos ADNs genómicos (I-R + DU-G) (Fig. 6a-a"). La fluorescencia en 
la heterocromatina centromérica de los cromosomas acrocéntricos resultó también 
amarillo-anaranjada (R + G) (Fig. 6a). Sin embargo los cromosomas metacéntricos 
mostraron fluorescencia predominante R en las regiones de heterocromatina 
centromérica (hibridación preferente de I-R) (Fig. 6a'). Las fluorescencias descritas para 
cada subgenoma resultan idénticas tanto si la SH se híbrida sobre linfocitos del 
individuo de raza Duroc o del de raza Ibérica. La contribución final de cada uno de los 
genomas marcados a la hibridación, se calculó como la relación de R frente a G, valores 
que se midieron en las regiones de interés, las de heterocromatina constitutiva. Para ello 
se cuantifícaron los valores de fluorescencia R y G en todas las regiones centroméricas 
de todos los aomosomas de uno y otro subgenoma por separado (acrocéntrico y 
metacéntrico), en imágenes de cinco metafases de Ibérico. Y se calculó la relación R/G 
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para cada subgenoma. Los resultados obtenidos fueron los siguientes; en las regiones de 
heterocromatina centromérica del subgenoma acrocéntrico, R/G: media=0,918; 
desvest=0,020; y en las regiones de heterocromatina centromérica del subgenoma 
metacéntrico, R/G: media=l,556; desvest=0,014; mostrando diferencias significativas 
entre ambas (í-Student=8,475>2,306; a=0,05). Por tanto, se observa que en el 
subgenoma acrocéntrico la contribución de I-R y DU-G a la hibridación final es casi 
idéntica (0,998~1), mientras que en el subgenoma metacéntrico la contribución de I-R 
es mayor que la de DU-G (1,556). Se obtienen los mismos resultados tanto si la SH se 
híbrida sobre linfodtos del individuo Duroc o del de raza Ibérica, pero se evaluaron los 
resultados sobre raza Ibérica por mostrar metafases de mayor calidad en este caso 
concreto, y se sondearon los resultados en Duroc para corroborar que los valores 
munéricos también eran equiparables. Además se utilizó una SH inversa (I-G -Ibérica 
Verde-/DU-R -Duroc Rojo-) como control intemo del experimento, los resultados 
obtenidos muestran una situación inversa en los patrones de fluorescencia de los 
cromosomas del subgenoma metacéntrico, que fluorescieron preferentemente en G 
(procedente de la mayor hibridadón de I-G) (ver tabla 3), mientras que los brazos 
cromosómicos y las regiones centroméricas de los cromosomas acrocéntricos mostraron 
de nuevo fluorescencia amarillo-anaranjada. 
Raza Ibérica vs. raza LandracelLarge White 
El ADN genómico de un macho de raza Ibérica marcado para ser revelado en R 
(I-R), se comparó con el de un macho Landrace/Large White marcado para ser revelado 
en verde (I^G). La SH resultante: I-R/I^G, se hibrídó tanto sobre linfodtos del 
individuo Ibérico como del Landrace/Large White. Los resultados mostraron una 
fluorescenda predominante R en las regiones de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas metacéntricos (Figs. 6b' y 7). Y en esas mismas regiones de los 
cromosomas acrocéntricos, así como en los brazos cromosómicos se observó 
fluorescenda amarillo-anaranjada (R + G) (Figs. 6b y 7). Los valores medios de la 
reladón R/G fueron calculados de la misma manera descrita en el párrafo anterior a 
partir de imágenes de hibridadones sobre cinco metafases de linfodtos de la raza 
Landrace/Large White. Los valores obtenidos en las regiones de heterocromatina 
centromérica del subgenoma acrocéntrico fueron: R/G: med¡a=l,076; desvest=0,049; y 
en las regiones de heterocromatina centromérica del subgenoma metacéntrico: R/G: 
media=l,424; desvest=0,002; revelando diferencias estadísticamente significativas entre 
las medias de R/G en ambos subgenomas (í-Student=3,827>2,306; o=0,05), y 
demostrando que el genoma del individuo de la raza Ibérica posee mayor número de 
copias de las secuendas del subgenoma metacéntrico que el de Landrace/Large White. 
Los mismos resultados se observan tanto si la SH se híbrida sobre linfodtos del 
individuo Landrace/Large White como sobre los del ejemplar de de raza Ibérica, pero se 
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evaluaron los resultados sobre Landrace/Large White por mostrar metafases de mayor 
calidad en este caso, aunque se sondearon los resultados sobre Ibérica para corroborar 
que los valores nimiéricos eran equiparables. Además al usar la SH inversa (I-G -
Ibérica Verde-/I^R -Landrace/Large White Rojo-) como control interno, se observa una 
inversión de los patrones de fluorescencia descritos (ver tabla 3). 
Raza Landrace/Large White vs. raza Duroc 
Por último se compararon las razas Landrace/Large White y Duroc, cuyos 
genomas marcados se revelaron en R y G, respectivamente (I^R/DU-G). De nuevo 
todos los brazos cromosómicos así como las regiones de heterocromatina centromérica 
de los cromosomas del subgenoma acrocéntrico mostraron una fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) (Fig. 6c). Mientras que las regiones de heterocromatina 
centromérica de los cromosomas del subgenoma metacéntrico mostraron una 
fluorescencia predominante R (de I^R) (Fig. 6c'). La proporción R/G fue estimada en 
imágenes de cinco metafases de Duroc y mostró los valores siguientes: en las regiones 
de heterocromatina centromérica del subgenoma acrocéntrico, R/G: media=l,0S4; 
desvest=0,010; y en las regiones de heterocromatina centromérica del subgenoma 
metacéntrico, R/G: media=l,395; desvest=0,107; mostrando diferencias 
estadísticamente significativas (í-Student=2,435>2,306; a=0,05), y demostrando que el 
genoma de Landrace/Large White posee mayor número de copias de las secuencias del 
subgenoma metacéntrico que Duroc. 
Como en los experimentos anteriores, los mismos resultados se observan tanto si 
SH se híbrida sobre linfocitos del individuo Landrace/Large White o de Duroc, aimque 
se eligió Duroc para el DÍA por mostrar metafases de mayor calidad, aunque se 
sondearon los resultados sobre Landrace/Large White para corroborar que resultados 
eran equiparables. También se observó una hibridación predominante G (de L-G) 
cuando se usó una SH inversa (L-G - Landrace/Large White Verde-/DU-R -Duroc 
Rojo-) como control intemo (ver tabla 3). 
El cromosoma Y 
El CTomosoma X en Sus domesticas es un cromosoma metacéntrico mediano, 
mientras que el cromosoma Y es el metacéntrico más pequeño del complemento, y su 
brazo q es completamente heterocromático (Schnedl y col., 1981; Gustavsson, 1988). 
La respuesta del cromosoma X a los experimentos de W-CGH fue comparable a la del 
resto de los metacéntricos del complemento, y por tanto fue considerado como un 
cromosoma más de dicho subgenoma. Sin embargo, el cromosoma Y presentó 
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diferentes patrones de fluorescencia en los distintos experimentos (Figs. 6 y 7) y por 
tanto fue analizado independientemente. 
Concretamente cuando se empleó la SH: I-R/L-G (o inversa) se revelaron dos 
regiones distintas en el bloque de heterocromatina del cromosoma Y (tanto sobre 
metafases de raza Landrace/Large White o Ibérica) (Figs. 6b" y 7). Todo el bloque 
presentó abundante señal de hibridación, pero se distinguen dos subdominios 
cromosomales discretos. La región proximal muestra dominancia R (de I-R) mientras 
que la región distal fluoresce preferentemente en G (de I^G) (Figs. 6b", 6d" y 7). 
Debido a la imposibilidad de delimitar las regiones por el pequeño tamaño del área y la 
existencia de ima región de solapamiento de las fluorescencias no fue posible practicar 
D Í A para cuantificar la contribución de cada uno de los genomas marcados a la 
hibridación final. Por otro lado, las SHs: I-R/DU-G y I^R/DU-G (hibridadas sobre 
linfodtos de Duroc o Ibérica, y Landrace/Large White o Duroc, respectivamente) 
mostraron hibridadón homogénea R a lo largo de todo el bloque de heterocromatina del 
cromosoma Y, sin mostrar ninguna diferenciación intra-cromosómica (Figs. 6a", 6c" y 
6d") (tabla 3). 
52 W-CGH inter-espedfica 
5.2.1 El género Microtus 
Los roedores de las especies Microtus cabrerae (CAB) y Microtus nivalis (NIV) 
se compararon con el fin de establecer similitudes y diferencias en la abundancia y 
composición de las secuencias de ADN altamente repetidas que forman los bloques de 
heterocromatina constitutiva de sus regiones centroméricas. Además analizó si la 
secuencia MSAT-160 descrita en las regiones centroméricas de CAB y NIV (y de otras 
especies del género Microtus) (Modi, 1993a; Modi y col., 2003) es la componente 
exclusiva o mayoritaría de dichas regiones de heterocromatina constitutiva. El número 
cromosómico de ambas especies es 2n=54, y se ha observado que las distmtas especies 
de este género muestran gran variabilidad en la cantidad heterocromatina constitutiva de 
las regiones centroméricas de sus cromosomas (Modi, 1993a). CAB es la especie del 
género Microtus que muestra los bloques de heterocromatina autosómica de mayor 
tamaño (Modi, 1993a). En cuanto a los cromosomas sexuales, mientras que en la 
mayoría de las especies de mamíferos y del género Microtus (como por ejemplo NIV) 
tan solo el cromosoma Y presenta un bloque de heterocromatina, en CAB tanto el 
cromosoma X como Y muestran un bloque de tamaño extraordinario (especialmente 
este último). 
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5.2.1.1 Localización de MSAT-160 en Microtus cabrerae y Microtus nivalis mediante 
FISH 
A partir de las secuencias del satélite MSAT-160 de CAB y NIV clonadas en 
sendos vectores (pUC-19 y pGEM, respectivamente), se marcaron sondas (MSAT-160 
de CAB en R: MSAT-CAB-R; y MSAT-160 de NIV en G: MSAT-NIV-G) que se 
hibridaron, independientemente, mediante FISH, sobre preparaciones que contenían 
linfodtos de CAB y NIV mezclados. Los resultados obtenidos bajo una astringencia 
estándar del 50% (formamida al 50%/2XSSC) muestran como MSAT-CAB-R híbrida 
exclusivamente sobre las regiones centroméricas de CAB (y no híbrida en los bloques 
de heterocromatina de los cromosomas sexuales, salvo en la región centromérica del 
cromosoma Y) (Fig. 8a) y MSAT-NIV-G muestra un comportamiento análogo en las 
mismas regiones de NIV, aunque su señal es menor y no muestra hibridación alguna en 
el cromosoma Y (Fig. 9a). En ningún caso se observa que la sonda MSAT-CAB-R 
hibride sobre las regiones centroméricas de los linfodtos de NIV, ni que MSAT-NIV-G 
haga lo propio sobre CAB (Figs. 8b y 9b). Tan sólo si se reducen las condiciones de 
astringencia radicalmente hasta un 30% (formamida al 30%/2XSSC), se observa una 
leve señal de MSAT-CAB-R sobre las regiones centroméricas de los linfodtos de NIV, 
y de forma análoga MSAT-NIV-G híbrida sutilmente sobre la heterocromatina 
constitutiva de CAB. 
5.2.1.2 Microtus cabrerae vs. Microtus nivalis 
Como primera aproximadón al estudio de las semejanzas y diferendas entre las 
regiones de heterocromatina constitutiva de CAB y NIV, se compararon mediante W-
CGH sus genomas. Para ello se marcó el ADN genómico de CAB de modo que pudiera 
ser revelado en R (CAB-R) y el de NIV en G (NIV-G) y, mezclándolos, se sintetizó la 
SH: CAB-R/NIV-G. Esta SH se híbrido independientemente sobre linfodtos de CAB 
(Fig. 10) y de NIV (Fig. 11). Y posteriormente sobre una mezcla de linfodtos de ambas 
especies (Figs. 12 y 13). En todos los casos los resultados mostraron como los brazos 
cromosómicos (y las regiones de eucromatína en las interfases) son hibridados de forma 
semejante por ambos genomas marcados (aunque siempre sutilmente más por el 
genoma que se corresponde con el genoma en la preparadón), y muestran fíuorescenda 
aproximadamente amarillo-anaranjada (R + G) (Figs. 10,11,12 y 13). De igual forma 
se observa como las regiones de heterocromatina (centrómeros y bloques de los 
cromosomas sexuales) de CAB son hibridados preponderantemente por CAB-R (Figs. 
10, 12 y 13) y los de NIV por NIV-G (Figs. 11, 12 y 13), sin mostrar solapamiento 
alguno (Tabla 4). Empleando como control una SH inversa CAB-G/NIV-R se obtienen 
patrones inversos que confirman los resultados (Tabla 4). 
Resultados 52 
Además el experimento nos permite observar que las regiones centromérícas de 
CAB son ligeramente mayores que las de NIV (Figs. 10,11,12 y 13). Este resultado se 
corroboró cuantifícando las cantidades de fluorescencia de las regiones centromérícas 
de los autosomas de CAB (R) y NIV (G) con respecto a la del total de su genoma (B; 
procedente de la contra-tindón con DAPI). Para ello se cuantíficaron mediante DÍA las 
fluorescencias en cinco imágenes de interfases de cada una de las especies y se 
compararon las medias de las relaciones R/B (CAB) y G/B (NIV), revelando diferendas 
significativas: R/B (CAB): media= 0,8604; desvest= 0,0593. G/B (NIV): media= 
0,1830; desvest= 0,043. í-student= 20,724>2,306; a=0.05; g.l.=8. 
Con el fin de comprobar si las secuendas MSAT-160 de CAB y NIV son las 
constituyentes del total de la heterocromatina constitutiva presente en las regiones 
centromérícas de estas espedes, se realizaron los experimentos siguientes. 
Se hibrídó la SH: CAB-R/NIV-G junto con la secuenda MSAT-CAB marcada 
para ser revelada en G (MSAT-CAB-G), sobre una preparadón de linfodtos de CAB y 
NIV mezclados (Figs. 14, 15, 16 y 17). Como resultado, se observan las regiones de 
heterocromatina centroméríca (de autosomas y cromosoma Y) de CAB con 
fiuorescendas en R y G (aunque R destaca sobre G), y fluorescenda R en las regiones 
de heterocromatina de los cromosomas sexuales (Figs. 14 y 15). La fluorescenda en R 
(de CAB-R) que ocupa toda la región centroméríca y solapa con la región de 
fluorescenda G (de MSAT-CAB-G) tan sólo en una fiticdón de esta heterocromatina 
(Figs. 14,15 y 16). Por el contrario en las regiones de heterocromatina de las células de 
NIV tan sólo se observa fluorescenda G (procedente de NIV-G) (Figs. 16 y 17). Es 
dedr la secuenda de MSAT-CAB-G está hibridando solamente una firacdón de la 
heterocromatina centromérica de CAB (y no muestra hibridadón en las células de NIV, 
como ya habíamos comprobado anteriormente) (Tabla 4). 
A pesar de que la contribución de MSAT-CAB-G a la hibridadón es claramente 
observable en CAB (Figs. 14,15 y 16), se procedió al cuantificado de la reladón R/G 
en las regiones centroméricas de CAB, con el fin de observar la magnitud de la 
aportadón de fluorescenda G procedente de la sonda MSAT-CAB-G. Para ello se 
cuantificaron las fiuorescendas en R (procedente de CAB-R) y de G (procedente de 
MSAT-CAB-G) en cuatro metafases de CAB. Asimismo se cuantíficó la reladón R/G 
en las mismas regiones de cuatro metafases de CAB del experimento llevado a cabo 
anteriormente exclusivamente con la SH: CAB-R/NIV-G. Y se compararon las medias 
de R/G en ambos experimentos. En este caso, y en los sucesivos, se cuantificaron los 
resultados sobre metafases en lugar de interfases para poder selecdonar específicamente 
las regiones de heterocromatina a medir. Empleando exclusivamente la SH: CAB-
R/NIV-G, la reladón R/G en las regiones centroméricas de CAB es un valor alto 
(media=6,813) ya que en estas regiones híbrida de forma claramente predominante 
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CAB-R. La hibridación adicional de MSAT-CAB-G en las regiones centroméricas, que 
muestra el presente experimento, disminuye la relación R/G (media=3,487) al introducir 
fluorescencia en G en las regiones centroméricas. La comparación de medias revela que 
existen diferencias estadísticamente signiñcativas, es decir la aportación de 
fluorescencia G procedente de MSAT-CAB-G es patente. Sobre regiones centroméricas 
de CAE, R/G (CAB-R/NIV-G): media= 6,813; desvest= 0,444. R/G (CAB-R/NIV-G + 
MSAT-CAB-G): media=3,487; desvest= 0,301. í-student= 12,606>2,447; a=0.05; 
g.l.=6. 
También se llevó a cabo el experimento CAB-R/NIV-G en presencia de la 
secuencia MSAT-CAB marcada para ser revelada en R (MSAT-CAB-R) (Fig. 18). En 
este caso se observó sobre los linfodtos de CAB exclusivamente fluorescencia R (suma 
de las hibridaciones de CAB-R y de MSAT-CAB-R) y sobre NIV exclusivamente 
fluorescencia G (procedente de NIV-G). Una vez más al no observarse hibridación en R 
sobre NIV, se comprueba que MSAT-CAB-R no hibrida sobre las regiones 
centroméricas de los cromosomas de esta especie (Fig. 18b-b') (Tabla 4). 
De forma análoga a la descrita en el experimento inmediatamente anterior, la 
SH: CAB-R/NIV-G, en este caso junto con la secuencia MSAT-NIV marcada para ser 
revelada en R (MSAT-NIV-R), se hibridó sobre una preparación de linfocitos de CAB y 
NIV mezclados (Figs. 19, 20 y 21). Se observan las regiones de heterocromatina de 
CAB en R (de CAB-R) (Fig. 21) y las de NIV con una hibridación amarillo-anaranjado 
en la que co-existen las fluorescencias G (procedente de NIV-G) y R procedente 
exclusivamente de MSAT-NIV-R; recordemos que CAB-R no mostraba señal de 
hibridación en las regiones centroméricas de NIV en ninguno de los experimentos 
anteriores) (Figs. 19 y 20). En este caso la señal de solapamiento es bastante alta, siendo 
el área hibridada por la sonda MSAT-NIV-R notable en relación a la región, hibridada 
por NIV-G (Figs. 19b-c' y 20b-c') (Tabla 4). También se observa que la cantidad de 
MSAT-NIV-R hibridada en las regiones de heterocromatina de los autosomas es 
ligeramente variable entre ellos. Una vez más, el bloque de heterocromatina del 
cromosoma Y no muestra hibridación en R (de MSAT-NIV-R) (Figs. 19 y 20). 
Medíante DÍA, se procedió al cuantifícado de la relación G/R en las regiones 
centroméricas de NIV con el fin de estimar la contribución de la sonda MSAT-NIV a la 
hibridación de estas regiones centroméricas autosómicas. Para ello se cuantificaron las 
fluorescencias G (procedente de NIV-G) y R (procedente de MSAT-NW-R) en cuatro 
metafases. Los resultados se compararon con los obtenidos anteriormente empleando 
exclusivamente la SH: CAB-G/NIV-R sobre cuatro metañises de NTV. La comparación 
de medias revela que existen diferencias estadísticamente significativas entre los 
resultados de G/R entre los dos experimentos, es decir la hibridación de MSAT-NIV 
sobre las regiones centroméricas de NIV es destacable. Empleando exclusivamente la 
SH: CAB-R/NIV-G, la relación G/R en las regiones centroméricas de NTV es un valor 
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alto (media=4,071) ya que en estas regiones híbrida de forma predominante NIV-G. La 
hibridación de MSAT-NW-R junto con CAB-R/NIV-G del presente experimento, 
disminuye notablemente la relación G/R (media=l,332) al introducir la fluorescencia en 
R en las regiones centroméricas (Figs. 19 y 20). Sobre las regiones centroméricas de 
metafases de NIV, G/R (CAB-R/NIV-G): media= 4,071; desvest= 0,384. G/R (CAB-
R/NIV-G + MSAT-NIV-R): media= 1,332; desvest= 0,050. í-student= 15,709>2,447; 
a=0.05; g.l.=6. 
También se llevó a cabo el experimento CAB-R/NIV-G + MSAT-NIV-G ^ig. 
22). En este caso, sobre los linfodtos de CAB se observaba exclusivamente 
fluorescencia R (procedente de CAB-R) y sobre las células de NIV exclusivamente 
fluorescencia G (suma de las hibridaciones de NIV-G y de MSAT-NIV-G). Una vez 
más al no haber hibridación en G sobre CAB, se comprueba que MSAT-NIV-G no 
híbrida sobre las regiones centroméricas de los cromosomas de esta especie (Fig. 22c-
c') (Tabla 4). 
Comparando los resultados de los distintos experimentos, se observa como ni en 
CAB ni en NIV la secuencias MSAT-160 supone la totalidad de las regiones de 
heterocromatina. &i el genoma de NIV, los valores medios de G/R en las regiones 
centroméricas varían de 4,701 en ausencia de MSAT-NTV, a 1,332 cuando se añade la 
secuencia (marcada en R). En cuanto a CAB, muestra una variación de los valores 
medios de R/G de 6,813, en ausencia de MSAT-CAB, a 3,487 cuando esta secuenda se 
añade (marcada en G). Luego se puede deducir que la aportación de MSAT-NIV a las 
regiones centroméricas de NIV es considerablemente mayor que la de MSAT-CAB a la 
de CAB, aunque en ambos casos existen más familias constituyendo las regiones de 
heterocromatina centromérica. 
5.2.2 El género Arcyptera 
Se compararon medíante W-CGH los genomas de dos espedes distintas de 
ortópteros del mismo género: Arcyptera tomosi (AT) y Arcyptera fusca (AF). El 
caríotipo de ambas e^)ecíes consiste en 11 parejas de autosomas acrocéntricos: dos 
parejas de cromosomas largos (Li, L2), seis de medianos (Ma-Mg) y tres de pequeños 
(S9-S11); y una determinadón cromosómica del sexo del tipo XO/XX, aunque en este 
estudio concreto se emplearon machos (2n=22 + XO). Además AT y AF presentan 
heterocromatina constitutiva en las regiones centroméricas distales de todos los 
cromosomas y muestran idéntico cariotipo bajo Bandas-C (Gosálvez y col., 1981). 
Los genomas de AT y AF se marcaron de modo que pudieran ser revelados con 
fluorocromos distintos (R y G), creándose las SHs: AT-G/AF-R y la inversa AT-R/AF-
G (los resultados descritos corresponden al uso de la primera, excepto donde se indique 
lo contrario). Estas SHs se hibridaron sobre preparadones tanto de AT como de AF, que 
Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-CGH) 5 5 
en este caso correspondían a fases meíótícas obtenidas de folículos gomales de 
individuos de ambas especies. La señal fluorescente resultante en los brazos 
cromosómicos procede de la suma de la fluorescencia de ambos genomas marcados y se 
muestra en amarillo-anaranjado (R + G). Sin embargo en las regiones de 
heterocromatina (pericentromérica o proximla y paracentromérica o distal) se 
observaron señales discretas con predominancia de fluorescencia R o G dentro un 
mismo bloque de heterocromatina constitutiva (Fig. 23a-e). Cuando se empleó la SH: 
AT-G/AF-R, los bloques de heterocromatina mostraron dos regiones. La región 
proximal reveló predominancia R (de AF) mientras que la distal mostró fluorescencia G 
(de AT) (Fig. 23a, c-e). El uso de la SH inversa: AT-R/AF-G, empleada como control, 
dio lugar a los resultados inversos (Fig. 23b). Los mismos resultados se observaron 
hibridando tanto sobre AT como sobre AF, es decir el genoma de AF híbrida siempre de 
forma dominante las secuencias de la región proximal y el de AT las de la región distal 
(en los cromosomas en los que dichas regiones son claramente visibles). De modo que 
se revela la existencia de, al menos, dos secuencias de ADN altamente repetidas, 
presentes en los bloques de heterocromatina de los cromosomas de ambas especies, pero 
representadas con distintas abundancias relativas en los genomas de AT y AF. 
Denominamos CAT-1 a la familia localizada en la región proximal (más abundante en 
AT) y DAF-1 a familia de la región distal (con mayor presencia en AF). 
En el presente experimento también se detectó de forma extraordinaria una 
región cromosómica particular (de eucromatina) en el cromosoma S9 que mostraba 
fluorescencia G (de AT) y que por tanto se deduce que está más representada en el 
genoma de AT, aunque está sin caracterizar (Fig. 23i). 
Por otro lado, los distintos patrones de fluorescencia observados en la 
heterocromatina nos permitieron detectar distintos patrones de condensación meiótica 
entre las dos ñunilías de ADNs repetidos detectadas (Fig. 23f-í). Durante la Profase 
temprana (Paquitene) donde la mayoría de los bivalentes pueden ser localizados, se 
observaron diferentes regiones heterocromáticas sin condensar reconocibles por su 
patrón de fluorescencia. Las dos familias de ADNs repetidos descritas (denominadas 
CAT-1 y DAF-1) muestran retraso en la condensación con respecto a la eucromatina 
(Fig. 23f). Este retraso en la condensación desaparece en etapas posteriores de la 
meiosis, donde se observaron ya condensadas mostrando dos señales precisas e 
independientes en R y G (Fig. 23c-e). Con el fin de detectar si las dos secuencias que 
forman los bloques de heterocratina (familias CAT-1 y DAF-1) muestran el mismo ciclo 
de descondensación-condeasadón, se estudió el comportamiento concreto de estas 
secuencias en un par cromosómico (asumiendo que en todos los cromosomas ocurre de 
forma análoga). Se escogió el bivalente S9 (el de más grande de entre los autosomas 
menor tamaño: S9-S11). Los resultados, analizados sobre cromosomas de AT, nos 
permitieron observar como existe un leve desfase entre la condensación de las dos 
familias de ADNs repetidos observadas. La familia localizada en posición distal (en G) 
Resultados 56 
se condensa más tempranamente que aquella localizada en la región proximal (en R) 
DAF-1 a lo largo de la Profase meiótica (ver secuencia en la Fig. 23f-i). 
53 W-CGHinter-genérica 
5.3.1 Homo sapiens, Pan troglodytes. Golilla golilla y Chhrocebus aethiops 
Se compararon mediante W-CGH los genomas de cuatro especies de primates 
con el fín de localizar y cuantificar las diferencias y semejanzas existentes entre sus 
cromosomas y los del hombre {Homo sapiens)^ con especial interés en las secuencias de 
ADN altamente repetidas. 
Los resultados se obtuvieron empleando el genoma del hombre como referencia. 
Es decir, todos los experimentos se llevaron a cabo sobre linfodtos himianos, de un 
varón concreto (V2). Sobre estos linfocitos de V2 se compararon los distintos genomas 
de primates con el del hombre, mediante el empleo de las siguientes SHs: 
i) V2 revelado en G (V2-G) vs. V2 revelado en R (V2-R) (control): V2-GA 2^-R 
ii) V2 revelado en G (V2-G) vs. Mujer {Homo sapUns) (M2) revelada en R (M2-R): y2-G/M2-
R 
üi) V2 revelado en G (V2-G) vs. Oiimpancé {Pan íroghdytes) (CH) revelado en R (CH-R): V2-
G/CH-R 
iv) V2 revelado en G (V2-G) vs. Gorila {Gorílla gorílla) (GO) revelado en R (GO-R): V2-
G/GO-R 
v) V2 revelado en G (V2-G) vs. Mono Verde {Chhrocebus aethiops) (MV) revelado en R 
(MV-R): V2.G/MV-R 
También se emplearon SHs en las que se compararon los genomas de dos 
Primates-no humanos entre sí, también hibrídadas sobre linfocitos de V2. En estos casos 
se emplearon las siguientes SHs: 
i) CH revelado en R (CH-R) vs. GO revelado en G (GO-G): CH-R/GO-G 
11) CH revelado en R (CH-R) vs. MV revelado en G (MV-G): CH-R/MV-G 
iü) GO revelado en R (GO-R) vs. MV revelado en G (MV-G): GO-R/MV-G 
Los resultados descritos a continuación son los obtenidos con las SHs listadas. 
Sin embargo, en todos los casos, también se emplearon las SHs inversas como control 
de los resultados (ver Anexo 1 y Fig. 24). 
Dado que el cariotipo que se empleó como referencia en todas las 
comparaciones entre primates es el del hombre (concretamente el de V2), se estableció 
un control en el que se comparó el genoma de V2 revelado en G con el de él mismo 
revelado en R (V2-GA^2-R) (Figs. 24a y 25). Otro control que se empleó fue comparar 
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el genoma de V2 con el de una mujer (M2) mediante la SH: V2-G/M2-R (Figs. 24b, 26 
y 30). Las distintas utilidades de este control son i) comprobar el éxito de la 
metodología mediante la observación de hibridación diferencial en el cromosoma Y 
(Figs. 24b, 26 y 30a); y ii) cuantifícar las semejanzas y diferencias existentes dentro de 
la espede humana para compararlas con las existentes entre el hombre y el resto de 
especies de primates estudiadas. Además la misma SH empleada para dicho control 
(V2-G/M2-R) se hibridó (de forma excepcional y generando así un tercer control) sobre 
linfocitos de M2 con el fin de comprobar si el origen de los linfodtos empleados en la 
hibridación resultaba determinante en los resultados del experimento (Fig. 30b). En este 
punto cabe también aclarar que el sexo de los primates empleados en este estudio es 
desconocido (excepto el de V2 y M2), y por tanto se ha obviado cualquier resultado 
derivado de la observación de los cromosomas sexuales en el resto de las 
comparaciones entre primates. 
5,3.1,1 Resultados cualitativos 
Homo sapiens vs. Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Chlorocebus aethiops 
Cuando se comparó el genoma de V2 (marcado para ser revelado en G) con el de 
él mismo (en R) mediante la SH: V2-GA'2-R, hibridada sobre linfocitos de V2, se 
observó fluorescencia amarillo-anaranjada (suma de R -i- G) a lo largo de los brazos 
(Fig. 24a; oculta bajo el DAPI en las imágenes RGB). Iguahnente apareció 
fluorescencia amarillo-anaranjada en las regiones de heterocromatína centromérica, con 
la diferencia de que en éstas apareció más acentuada debido a la mayor condensación 
que presentan (Figs. 24a, 25 y 31a). 
Cuando el genoma de V2 (marcado para ser revelado en G) se comparó con el 
genoma de M2 (en R) mediante la SH: V2-G/M2-R, se observó una situación que, en 
líneas generales, es semejante a la iiunediatamente anterior pero con ciertas diferencias 
puntuales destacables. También en este caso los brazos cromosómicos mostraron 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) (Figs. 24b, 26, 30 y 31b), sin embargo en 
ciertas regiones centroméricas se presento un patrón de fluorescencia desplazado hada 
el G o el R (Figs. 24b, 26 y 30). Es el caso de los bloques de heterocromatína del 
cromosoma 16, que mostraron fluorescenda G (de V2) levemente predominante, 
mientras que el cromosoma 9 mostró fluorescencia preponderantemente en R (de M2) 
(Figs. 26 y 30). Es decir, las secuendas de ADN altamente repetidas del cromosoma 16 
están representadas con im mayor número de copias en V2, mientras que las del 
cromosoma 9 lo están en M2. En el caso concreto del cromosoma 1, en el que conviven 
dos familias distintas de secuencias (satélite-alfa y satélite clásico II), se da la 
drcunstanda de que la primera familia está más representada en el genoma de V2 (en 
G), mientras que la segunda en M2 (en R) (Fig. 31b). Por supuesto el caso más 
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llamativo cuando se comparan M2 y V2 es el del cromosoma Y (Fig. 26 y 30a), que es 
uno de los controles en este experimento concreto, y que mostró una notable 
fluorescencia G (procedente de V2-G), ya que el genoma de M2 no posee cromosoma 
Y. En el resto de los cromosomas los bloques de heteroo'omatina mostraron una 
tendencia hada la fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) (Figs. 24,26 y 30). 
Cuando el genoma de V2 (marcado para ser revelado en G) se comparó con el de 
CH (en R) mediante la SH: V2-G/CH-R, se observó fluorescencia amarillo-anarajanda 
(R + G) en los brazos cromosómicos (Figs. 24c, 27 y 31c). Sin embargo, en las regiones 
de heterocromatina centromérica la hibridación observada es predominantemente G (de 
V2). Ocurre así en las regiones centroméricas de todos los cromosomas del 
complemento (Figs. 24c y 27). Sm embargo, si se elimina el canal del color G para 
poder observar la hibridación del CMmpancé en R, se observa una pequeña sefial de 
hibridación en R en la región pericentromérica del cromosoma 1 (Figs. 27b y 31c) 
coinddiendo con la región del satélite-alfa. 
Cuando el genoma de V2 (marcado para ser revelado en G) se comparó con el 
del GO (en R) mediante la SH: V2-G/GO-R, el resultado muestra una señal de 
hibridadón semejante de ambos genomas marcados (R + G) en los brazos 
O'omosómicos (Figs. 24d, 28 y 31d). Las regiones de heterocromatina centromérica 
mostraron exclusivamente fluorescenda G (de V2) (Figs. 24d y 28). Sin embargo existe 
una llamativa excepdón en el cromosoma 9, en el que, a pesar de ser más abundante la 
fluorescenda G (de V2), se observa una clara señal de fluorescenda R (procedente de 
GO-R) (Figs. 24d y 28b'). Es el único cromosoma que muestra una respuesta semejante 
en este caso. 
Cuando el genoma de V2 (marcado para ser revelado en G) se comparó con el 
del MV (en R), el único de los primates no-hominidos estudiado, mediante la SH: V2-
G/MV-R, la situadón se extremó con respecto a los resultados anteriores. Aunque los 
brazos cromosómicos mostraron una generalizada fluorescenda amarillo-anaranjada (R 
•f G), se observa que existe un leve desplazamiento hada el G en todos ellos (Figs. 24e, 
29b'-c' y 31e). Además en este caso todos los bloques de heterocromatina fluoresderon 
completamente en G y no existe ninguna señal de fluorescenda en R en ninguno de 
ellos (Fig. 29). 
Pan troglodytes, Gorilla gorillay Chlorocebus aethiops 
Apéate de los experimentos descritos en los que se compararon genomas de 
diversos primates con el del hombre, se realizaron otra serie de experimentos en los que 
se comparaban entre sí especies de primates-no humanos. Para ello se hibridaron 
distintas SHs sobre linfodtos humanos (de V2). La finalidad de esta serie de 
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hibridaciones fue comparar la afinidad de los genomas representados en cada SH por los 
cromosomas humanos. 
Al comparar el genoma de CH (marcado para ser revelado en R) con el del GO 
(en G), mediante la SH: CH-R/GO-G, se observó hibridación de los dos genomas 
presentes en la SH (R + G) en los brazos cromosómicos pero con una notable 
prevalenda de la fluorescencia R (de CH-R) (Fig. 32b-c'). La mayoría de las regiones 
de heterocromatina centromérica de los cromosomas humanos presentaron ausencia 
total de hibridación de cualquiera de los dos genomas presentes en la SH. Sin embargo 
el cromosoma 9, mostró una abundante señal de hibridación en G (de GO-G). También 
el cromosoma 1 mostró una leve señal, en este caso de fluorescencia R (de CH-R), en su 
región de heterocromatina percentromérica (Fig. 32). 
Cuando se compararon los genomas de CH (marcado para ser revelado en R) y 
MV (en G) mediante la SH: CH-R/MV-G, se observó una hibridación homogénea 
amarillo-anaranjada (R + G) en los brazos cromosómicos, aunque se observa que existe 
un leve desplazamiento hada el R (de CH-R) en todos ellos (Fig. 33b-c'). Sin embargo, 
la mayoría de las regiones de heterocromatina centromérica de los cromosomas 
humanos presentaron ausenda total de hibridadón de cualquiera de los dos genomas 
presentes en la SH (Fig. 33). Aunque los oromosomas 1 y 9 mostraron una leve señal, 
en este caso de fluorescenda predominante R (de CH-R), en su región de 
heterocromatina percentromérica (Fig. 33). 
Finalmente cuando se compararon los genomas de GO (marcado para ser 
revelado en R) y MV (en G) mediante la SH: GO-R/MV-G, también se observó una 
hibridadón homogénea amarillo-anaranjada (R + G) en los brazos cromosómicos, 
aunque se observa que existe un leve desplazamiento hacia el R (de GO-R) en todos 
ellos ^ ig . 34b-c'). La mayoría de las regiones de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas humanos presentaron ausenda total de hibridadón de cualquiera de los dos 
genomas presentes en la SH (Fig. 34), sin embargo, una vez más, la región centromérica 
del cromosoma 9 mostró una notable señal de fluorescenda R (de GO-R) (Fig. 34). 
Estos resultados muestran la gran divergenda existente entre primates en sus 
secuendas de ADN altamente repetidas. La mayoría de estos polimorfismos son de 
composición de secuencias, con ciertas excepciones como las dtadas y muy 
notablemente la del cromosoma 9 (entre V2 y GO), como se discutürá más adelante. 
Altemativamente se planteó una posible aplicadón adicional de la W-CGH 
como herramienta para cuantifícar distandas genéticas entre dos genomas. Para ello se 
estudiaron las diferendas entre las distintas espedes estudiadas y el hombre a nivel 
cuantitativo, como se describe a continuadón. 
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5.3.1.2 Resultados Cuantitativos: Identidad Citogenética (IC) 
Sobre los mismos experimentos descritos anteriormente en los que se comparaba 
el genoma del hombre con el de otros primates, se práctico el análisis cuantitativo de los 
resultados. Se emplearon las mismas SHs que fueron hibridadas sobre Unfodtos de V2. 
Se seleccionaron 15 linfocitos en interese de cada experimento de W-CGH 
entre primates. En todos los casos las células escogidas presentaban las características 
ideales, es decir de tamaño medio-grande y sin falsa hibridación, ruido de anticuerpos o 
ninguna clase de fondo (Figs. 35 y 36). Estos linfocitos se fotografiaron por canales y se 
procedió al DÍA en el que se cuantifícaron las cantidades de fluorescencia G 
(procedente de V2-G) y R (procedente del genoma marcado del primate correspondiente 
en cada experimento). De este modo se determinó la contribución de cada una de los 
genomas marcados presentes en la SH a la hibridación final. También se cuantifícó la 
señal en B procedente de la contratindón con DAPI para comprobar que los linfocitos 
eran equiparables en tamaño (datos no mostrados). A continuación se calculó el valor 
del parámetro: Identidad Citogenética (IC), que permite comparar la semejanza 
existente entre dos genomas a partir de resultados de W-CGH en base a la cantidad de 
fluorescencia R y G observada en la hibridación final (Fig. 37). Para el cálculo de la IC 
se emplea un genoma referencia que será el que corresponde a los linfocitos sobre los 
que se híbrida, V2 en nuestro caso, y dos genomas a comparar representados en la SH, 
uno de los cuales coincidirá con el genoma referencia (V2). La IC se define como la 
semejanza del genoma referencia con un segundo genoma o invitado (X) presente en la 
SH con el que compite por hibridar los loci de su propio genoma. Para ello asumimos 
que los genomas presentes en la SH (V2 y X) hibrídan por igual en las regiones del 
genoma referencia en las que X muestre identidad de composición y abundancia de 
secuencias con V2. Mientras que en las regiones donde no existe dicha identidad de 
secuencias y el genoma invitado no muestre homología, hibridará exclusivamente el 
genoma referencia (V2 sobre V2). A partir de estas premisas se deduce la siguiente 
fórmula para calcular IC (cuando el genoma de referencia está marcado en G): 
IC=2R/(R+G) 
Y, por tanto el valor inverso, es dedr las No-Identidad Citogenética (NoIQ, sería: 
NoIC=(G-R)/(R+G) 
(Si el genoma de referencia está marcado en R, se sustituye G por R, y R por G en ambas 
fórmulas) 
Se calculó el valor de IC y de NoIC en cada ima de las quince células 
fotografiadas en cada uno de los seis distintos experimentos de W-CGH realizados 
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comparando el genoma de V2 con el de diferentes primates (incluido compitiendo 
contra él mismo como control, y compitiendo contra el de M2 (que también en este caso 
se estudió hibrídando excepdonalmente sobre linfodtos de M2), Se estimó una media y 
una desviación estándar de los quince valores obtenidos de IC y de NoIC (excepto 
algunos que se despreciaron por resultar no concordantes). 
Los resultados obtenidos con experimentos de W-CGH sobre linfodtos de V2 
(ver Tabla 5), mostraron como la comparación del genoma de V2 consigo mismo (V2-
GA^2-R) revela una IC casi total (100,9926). Sin embargo cuando el genoma de V2, se 
comparó con el de M2, la IC se reduce considerablemente hasta 0,8579. Este valor es 
muy semejante al obtenido con la misma SH (V2-G/M2-R) sobre interfases de M2 
(IC=0,8656), y ambas medias no muestran diferencias significativas (t-
student=0,5021<2,069; g.l.=23). En el caso del CH y el 0 0 , los valores de IC de estos 
individuos fi-ente a V2 son muy semejantes entre sí (IC=0,7475 e IC=0,7790, 
respectivamente). Son unos valores tan cercanos que si se repara en sus desviaciones 
típicas (Tabla 5) se puede observar que en ciertos casos puede existir solapamíento. Y 
por último el valor de IC más bajo es el que se obtuvo al comparar V2 con MV: IC= 
0,7056. Es destacable como, gracias a la correcta selección de los linfodtos a medir, las 
desviadones típicas en todos los casos se encuentran en rangos de valores semejantes 
(Tabla 5). 
5.4 ApÜcadón de la W-CGH para la locaUzación y caracterización de Lugares 
Lábiles Alcalinos (LIA) 
Para estudiar la respuesta de la W-CGH sobre distintos tipos celulares y ante 
otro tipo de desnaturalizado y preparadón celular, se llevó a cabo un experimento en el 
que se practicaba W-CGH sobre i) linfodtos fijados en camoy (desnaturalizados con 
formamida, como en los casos anteriores), así como sobre linfodtos (ii) y 
espermatozoides (iii) incluidos en microgeles y sometidos a desnaturalizadón alcalina 
(DBD-W-CGH). Esta particular desnaturalizadón transforma las posibles roturas, 
naturales o provocadas, que presenta un determinado ADN, en ADN de cadena sencilla 
(ADNss). Estos ADNs de cadena sencilla son susceptibles de ser hibridados en un 
entorno de W-CGH. Además, este tratamiento rompe los enlaces azúcar-fosfato en caso 
de encontrar dañadas las desoxiribosas, generando así también ADNss. Estas regiones 
del genoma se engloban en una denominadón genérica conodda como Lugares Lábiles 
Alcalinos (LLAs). Es dedr, una hibridadón Xszs un protocolo de DBD-W-CGH (con 
desnaturalización alcalina) pone de manifiesto tanto las roturas naturales del ADN, 
como los LLAs. 
Con el fin de localizar y analizar las caraderísticas de los LLAs, así como de 
evaluar la eficacia de la W-CGH ante distintos métodos de desnaturalizadón, se 
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realizaron una serie de experimentos sobre distintos tipos celulares de cerdo (Sus 
domesticus) y de oveja (Ovis artes). 
5.4.1 Sus domesticus 
Como ya se ha dicho, el número cromosómico del cerdo es 2n=38, repartidos en 
dos subgenomas, el metacéntrico con 12 pares de cromosomas y el acrocéntríco con 6 
pares de cromosomas más dos cromosomas sexuales: un cromosoma X metacéntrico de 
tamaño medio y un pequeño cromosoma Y submetacéntrico (Scherf, 2000). Todas las 
regiones centroméricas presentan heterocromatina constitutiva. Este sistema se eligió ya 
que la discríminadón que produce la W-CGH entre razas de cerdo en sus distintos 
subgenomas (ver apartado 4.1.2.), nos permitía analizar si existe una presencia 
diferencial de LIA entre estos subgenomas. 
Previamente a los experimentos de W-CGH, se practicó un experimento de 
DBD-FISH (Femández y col., 1998) sobre linfodtos y espermatozoides de cerdo 
incluidos en microgeles. Se empleó una sonda de ADN genómico de cerdo de raza 
Ibérica marcada para ser revelada en R. De esta manera este genoma modificado se 
hibridó sobre linfodtos y espermatozoides del mismo individuo incluidos en microgeles 
y desnaturalizados en álcali, de acuerdo con el protocolo de DBD-FISH. Los resultados 
muestran una abundante señal de hibridadón de la sonda revelada en R sobre linfodtos 
(Fig. 38a), y una señal más leve en espermatozoides (Fig. 38b). Se repitió el 
experimento de forma análoga empleando ADN y células de un cerdo de raza 
Landrace/Large White obteniendo un resultado cualitativamente semejante. 
De forma análoga a la realizada anteriormente (ver apartado 4.1.2.) se 
compararon mediante W-CGH los genomas de cerdos de la raza Ibérica y 
Landrace/Large White sobre linfodtos fijados en camoy y desnaturalizados con 
formamida. Los brazos cromosómicos y las regiones de heterocromatina de los 
cromosomas acrocéntricos muestran fluorescenda amarillo-anaranjado (procedente de 
la suma de I-R + I^G) (Figs. 6b, 7 y 39a). Mientras que las regiones de heterocromatina 
del subgenoma metacéntrico muestran fluorescenda predominante en R (de I-R) (Figs. 
6b', 7 y 39a-b). El cromosoma X presenta los mismos resultados que el resto de los 
cromosomas metacéntricos, mientras que el Y muestra dominanda en R (de I-R) en la 
región proximal y G (de L-G) en la región distal (Figs. 6b", 7). 
Cuando la misma SH se empleó sobre linfodtos y e^>ermatozoides (de 
individuos de ambas razas) mcluidos en microgeles y desnaturalizados en álcali, los 
resultados se mostraron netamente distintos. Los linfodtos mostraron abundante señal 
de fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) en determinadas regiones del linfodto 
(Fig. 39c). Sorprendentemente los espermatozoides apenas mostraron señal de 
hibridadón y tan sólo se observa unas señales discretas de fluorescenda amarillo-
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anaranjada (R + G) (Fig. 39c). En ninguno de los dos tipos celulares se observaron 
señales de fluorescencia exclusivamente en R o G. Los resultados fueron idénticos 
cuando se empleó una SH inversa (I-G/TUR). 
5.4.2 Ovis aries 
El número cromosómico de la oveja es 2n=54, repartidos en 23 pares de 
cromosomas acrocéntricos, 3 pares de metacéntricos y dos cromosomas sexuales: un 
cromosoma X acrocéntrico y pequeño cromosoma Y metacéntrico (Chapman y Bruere, 
1977). También presenta heterocromatina constitutiva en todas las regiones 
centroméricas de sus cromosomas. Igual que en el caso inmediatamente anterior, en 
primer lugar se practicó un experimento de DBD-FISH sobre linfocitos y 
espermatozoides de oveja, incluidos en microgeles, empleando una sonda de ADN 
genómico total marcada para ser revelada en R. Se marcó el genoma de una oveja de 
raza Castellana (de origen español) y se híbrido sobre linfocitos y espermatozoides 
incluidos en microgeles del mismo individuo incluidos en microgeles, de acuerdo con el 
protocolo de DBD-FISH. Los resultados muestran señales de hibridación puntuales de 
la sonda en R sobre linfocitos (Fig. 38c), y más abundantes sobre espermatozoides (Fig. 
38d). Se repitió el experimento de forma análoga empleando ADN y células de una 
oveja de raza Assaf (de origen israelí) obteniendo un resultado cualitativamente 
semejante. 
A continuación, el genoma de un macho de raza Assaf marcado para ser 
revelado en R (AS-R) se comparó, mediante W-CGH, con el de un macho de raza 
Castellana marcado para ser revelado en G (CA-G). En primer lugar la SH: AS-R/CA-
G, se hibridó, independientemente, tanto sobre linfocitos del individuo Assaf como del 
de raza Castellana desnaturalizados con formamida. En ambos casos, en los brazos 
ciomosómicos se observó una fluorescencia amarillo-anaranjada procedente de la 
hibridación equimolar de ambos ADNs genómicos (AS-R + CA-G) (Fig. 39e-f). Sin 
embargo todas las regiones centroméricas de los cromosomas metacéntricos revelaban 
fluorescencia relativamente predominantemente en R (de AS-R) (Fig. 39e-f). Mientras 
que los cromosomas acrocéntiicos mostraron fluorescencia predominante R (de AS-R) 
en la región proximal del bloque de heterocromatina centromérica, y fluorescencia G 
(de CA-G) en la región distal y los cromosomas sexuales se comportan de igual manera 
(Fig. 39e-f). Tanto si la SH se híbrida sobre metafases de linfocitos del individuo de 
raza Assaf o del de raza Castellana, se observan las fluorescencias descritas, probando 
que ambas razas poseen las mismas familias de ADNs repetidos en sus regiones 
centroméricas, y que las diferencias afectan sólo a la abundancia relativa de éstas. 
Además se empleó una SH inversa (AS-G/CA-R) como control, y los resultados 
obtenidos mostraron en los cromosomas metacéntricos y acrocéntricos un patrón 
inverso de fluorescencia del descrito, así como los brazos cromosómicos mostraron de 
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nuevo fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G), probando la fiabilidad de los 
resultados. 
Cuando la misma SH se aplicó tanto sobre linfocitos como sobre 
espermatozoides (de individuos de ambas razas) que habían sufrido un proceso de 
desnaturalización en álcali, ambos mostraron señales adyacentes de fluorescencia en R y 
en G, siendo en los linfocitos discretas (Fig. 39g), mientras que las reveladas 
espermatozoide eran notablemente más abundantes e intensas (Fig. 39h). 
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6 DISCUSIÓN 
Existen muy distintas motivaciones para promover el interés hacia el 
conocimiento tanto de las relaciones, como de las diferencias y semejanzas existentes 
entre especies. No sólo por razones taxonómicas o evolutivas, sino también para 
entender los diversos mecanismos moleculares, genéticos, dtológicos, fisiológicos, 
ecológicos e incluso geológicos o ambientales implicados en los procesos que producen 
la diversidad de especies; así como para encontrar potenciales aplicaciones sociales, 
clínicas o del estudio y conservación de la biodiversidad. 
Hoy en día, por encima del empleo de otras técnicas, abunda la proliferación de 
estudios de secuendacíón de genomas completos enfocados a dar respuesta a todas 
estas, y otras, inquietudes. Existen un total de 2210 proyectos de secuendacíón de 
genomas, de los cuales 470 han sido concluidos y publicados, (29 de arqueas, 397 de 
procariotas y 44 de eucarioUis) (GOLD; Genome on-line Datábase. Última 
actualizadón del 10/12/06). Entre los genomas que se encuentran en proceso de 
secuendadón (1740), se encuentran los de organismos de todo tipo, desde virus, 
baderias y hongos, hasta legumbres u organismos modelo. De hecho, aparte del genoma 
humano, algunos de los proyedos de secuendadón de mayor repercusión han sido el de 
Drosophila melanogaster (mosca del vinagre) (Adams y col., 2000) (y otras espedes 
del mismo género) y el de Mus muscutus (ratón) (Mouse Genome Sequendng 
Consortium, 2002). Y es que si se mira desde una perspectiva evolutiva, hay que 
rendirse ante la evidenda de que los genomas de todas las espedes están altamente 
conservados, como no podía ser de otra manera dado que unas espedes desdenden de 
otras. Esta sítuadón incluye la conservadón de la homología de las secuendas, de la 
ordenadón de genes (sintenia), de los grupos de ligamiento, o incluso de largos 
fragmentos cromosómicos (Mouse Genome Sequendng Consortium, 2002; Murphy y 
col., 2005). Por tanto, son muy diversos los tipos de marcadores que pueden emplearse 
para la caraderizadón de espedes y/o genomas, más allá de la mera comparadón de 
secuendas. A este nivel cabe destacar que las secuendas de ADN altamente repetidas 
que forman los bloques de heterocromatina son secuencias no-codificantes, y 
generalmente no se encuentran conservadas entre especies cercanas, es dedr son 
susceptibles de mostrar un alto grado de divergencia (Samonte y col., 1997). Por esta 
razón consideramos que son marcadores ideales para encontrar diferendas entre 
espedes cercanas evolutivamente y muestran un gran potendal en cuanto a sus 
posibilidades de uso en esa línea de trabajo. 
Los resultados obtenidos mediante Hibridadón Genómica Comparativa-
Completa (W-CGH) presentan esta técnica como una herramienta eficaz para localizar 
estas diferendas y semejanzas existentes entre genomas reladonados en sus secuendas 
de ADN altamente repetidas. Además es notable que la W-CGH nos permite sondear, 
no sólo polimorfismos entre individuos que pertenecen a la misma especie, sino también 
diferendas entre espedes reladonadas evolutivamente. Como se ha visto, con esta 
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técnica, se pueden afrontar tanto estudios intra-espedfícos como inter-espedfícos e 
incluso intra-genéricos, siempre y cuando los individuos comparados sean 
suficientemente cercanos fílogenéticamente para poder enfrentar sus genomas a una 
hibridación competitiva. 
Es interesante resaltar el amplio espectro de aplicaciones que tiene la técnica, 
especialmente llamativo fi-ente a su predecesora, la CGH, que está casi exclusivamente 
relegada a la detección de duplicaciones y deleciones en determinados procesos 
oncológicos mediante la comparación de un genoma problema con im genoma control 
(Kallioniemi y col., 1992; Speicher y col., 1993; Kallioniemi y col., 1994a; Kallioniemi 
y col., 1994b; lichter y col., 2000; Speicher y Cárter, 2005). Por el wntrario, la W-
CGH tiene una ambición completamente distinta, que es la localizadón de 
polimorfismos que afectan a las secuencias de ADN altamente repetidas que forman la 
heterocromatina constitutiva, regiones, como se ha dicho, altamente variables, hecho 
que incrementa las posibilidades de la técnica original de hallar diferencias entre 
genomas. Lo cual conduce a que los campos de aplicación de la técnica abarquen desde 
el análisis de reladones filogenéticas entre especies, los estudios de grado de parentesco 
y la posibilidad de establecer hipótesis sobre mecanismos genéticos evolutivos y 
mecanismos estructurales, hasta aplicaciones potencíales en el campo de la medicina. 
6.1 ¿Qué nos ayuda a resolver la Hibridación Genómica Compamtiva-Com^eta 
(W-CGH)? 
Cuando se comparan dos genomas de individuos de la misma especie (o de 
especies cercanas filogenéticamente) mediante W-CGH, la respuesta general es 
observar en los brazos cromosómicos una fluorescencia uniforme amarillo-anaranjada 
procedente de la suma de la emisiones roja (R) y verde (G), que además muestra menor 
intensidad que en las regiones heterocromáticas. Esto es debido a un aporte 
prácticamente equitativo de secuencias por parte de los dos individuos comparados 
(marcados para ser revelados en R y G, independientemente), puesto que las regiones de 
eucromatina de las especies cercanas filogenéticamente son generahnente muy 
parecidas bajo el prisma de la W-CGH. Y aunque puedan presentarse ciertas 
oscilaciones en los niveles de fluorescencia R o G de los brazos, en general éstas son 
debidas a artefactos como los procesos de apantallamiento de ciertos filtros, o los 
distintos tamaños de los fragmentos de las sondas para ciertos hci, factor limitante para 
el éxito del experimento. En cualquier caso, esas leves variaciones se consideran 
despreciables, ya que no se aproximan a valores significativos (Verma y Babu, 1995), y 
a efectos prácticos se considera que la hibridación de los genomas marcados de ambos 
mdividuos es homogénea en los brazos cromosómicos. Evidentemente este hecho es 
debido a la composición de la euaomatina de los brazos cromosómicos, que, por un 
lado, albergan los genes estructurales, que salvo en caso de mutación no se encuentran 
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diferendalinente duplicados o deledonados (y son el objetivo de la CGH), y también 
alojan otra serie de secuencias que, a pesar de no ser codificantes, tampoco presentan 
distintas abundancias relativas de suficiente magnitud entre individuos, como para ser 
detectadas mediante W-CGH (pseudogenes, intrones o incluso i4£>JV:s dispersos: LINEs, 
SINEs,LTRs...). 
Sin embargo pueden aparecer variaciones en intensidad a lo largo de los brazos 
de cromosomas concretos, pero éstas son debidas a las propias características su 
eucromatina, sin que ello implique diferencias en la relación entre las fluorescencias R y 
G, como es el caso del cromosoma 19 humano que generalmente muestra una señal de 
hibridación aparentemente más intensa (Fig. 3b'). Este cromosoma se sabe que es el 
más rico en genes del genoma humano, y que muestra la mayor abundancia de pares de 
bases GC de todo el complemento (Grimwood y col., 2004). Este mismo hecho provoca 
que resalte más que el resto de los cromosomas, ya que cuando se lleva a cabo 
contratinción con DAPI es el cromosoma que aparece menos apantallado por este 
fluorocromo, que tiene gran afinidad por pares de bases AT. 
Por el contrario en las regiones de centroméricas es donde se obtienen los 
resultados más rigurosos y esclarecedores al ser éstas susceptibles de presentar las 
diferendas más notables entre distintos genomas, debido a estar compuestas casi 
exclusivamente de secuendas de ADN satélite (ADNsat). Asimismo la mayor 
condensadón que presenta la cromatína en estas regiones provoca que la fluorescenda 
sea más intensa y llamativa, lo cual facilita la determinadón de los resultados (pudiendo 
provocar complicadones en dertos casos a la hora de la cuantificadón, debido a los 
procesos de solapamiento de fluorescendas y de saturación del color). 
Por tanto en la heterocromatina centromérica se puede observar que el rango de 
colores emitidos por el material genético de la preparadón hibridada varía de forma 
continua dentro de los espectros del R y el G. De modo que la contribudón relativa a la 
híbridadón final de cada imo de los genomas marcados presentes en la Sonda Híbrida 
(SH) es susceptible de ser medida. Estas contribudones relativas son estancas para cada 
pareja de genomas comparados, y abiertas y variables al comparar distintas parejas. 
Como se ha dicho antes, la resoludón de la W-CGH es de 5Mb (Speicher y 
Cárter, 2005), es decir la técnica es capaz de detectar todas las diferendas entre dos 
individuos en número de copias de una determinada secuenda, mayores o iguales a 
dicho tamaño. Esto enmarca las limitadones de la técnica, que no permite caracterizar 
fenómenos reladonados con poliploidías ya que las diferendas registrables no son de 
sufidente magnitud. Así como, obviamente, tampoco detecta inversiones ni 
translocaciones redprocas, ya que la cantidad de ADN entre un individuo control y oti-o 
con una mutadón estructural de dicho tipo se encuentitm equilibradas. También por una 
cuestión de resoludón el tipo de secuendas de ADN repetido en tándem que se detectan 
preferentemente, y casi exclusivamente, son las familias de ADNsat. Ya que estas 
secuendas son las que presentan mayor número de repetidones y sucesiones de copias 
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más largas, y por tanto son susceptibles de fonnar polimorfismos de mayor magnitud. 
Los minisatélites son secuencias más variables pero menos repetitivas y son 
habitualmente consideradas mejores ''huellas dactüares", pero por presentar 
polimorfismos de menor tamaño quedan fiíera del margen de detección de la W-CGH. 
Cuando un experimento de W-CGH se practica entre genomas de individuos de 
la misma especie, las diferencias que se esperan encontrar son exclusivamente 
cuantitativas, es dedr distintas abundancias relativas: variaciones en el número de 
copias de ADNsat de una determinada familia, en una o varias regiones centroméricas 
concretas. Este es el caso de los polimorfismos detectados en los experimentos de W-
CGH intra-espedfica (Homo sapiens y Sus domesticus) y de las diferencias entre 
especies del género Arcyptera, así como en algunos cromosomas puntuales en los 
experimentos con primates, como se discutirá más adelante. Este tipo de variaciones en 
la abundancia relativa son muy frecuentes en los genomas eucariotas y en el genoma 
humano (Verma y Dosis, 1980) y en diversas ocasiones han permitido el diseño de 
aplicaciones médicas diversas (Hauge y col., 1975; Barker y col., 1977; Olson y col., 
1986; John, 1988; Buño y col., 1999a). Sin embargo cuando se comparan individuos de 
distintas especies las diferencias genómicas localizadas mediante W-CGH pueden ser 
tanto de abundancia relativa, como de composición de secuencias', esto es diferencias 
entre las especies comparadas en las familias de ADNsat que componen una 
determinada región aomosómíca o centromérica. Este último es el caso de los 
polimorfismos observados en los experimentos entre especies del género Microtus y la 
mayoría de los detectados entre primates. 
Para determinar claramente el tipo de polimorfismo que nos revela la W-CGH, 
es de extrema únportancia el correcto uso de los controles experimentales. En primer 
lugar es cabe aclarar que el origen de las célidas sobre las que se lleva a cabo la 
hibridación de la SH resulta (para casi todos los casos) indiferente o al menos no-
determinante a la hora de establecer diferencias entre los genomas comparados. El único 
requisito imprescindible es que el material genético corresponda a alguna especie 
relativamente cercana de modo que pueda darse ima hibridación consistente, aunque si 
procede de alguna de las especies comparadas el resultado será mucho más 
esclarecedor. En cualquier caso, este material sobre el que se híbrida ejerce tan sólo de 
"pantalla" donde se observan los resultados con mejor o peor calidad. 
Esto implica que, en base a los resultados de un experimento de W-CGH, no se 
pueden obtener conclusiones sobre el tamaño de los bloques de heterocromatina de los 
genomas comparados, tan sólo de la abundancia relativa de secuencias que estos 
poseen. Esto es debido a que en la competición que se establece entre genomas 
participan el total de las secuencias de cada individuo, es decir las procedentes de 
ambos cromosomas homólogos. Por lo que se obtendrán los mismos resultados si la 
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aportación de un individuo procede de un par cromosómico con un bloque grande y otro 
pequeño, que de dos medianos con número neto de secuencias igual. 
De forma semejante, el material genético sobre el que se lleva a cabo la 
hibridación puede presentar unos mayores o menores bloques de heterocromatina que 
mostraran con mayor o menor intensidad la fluorescencia, pero siempre la hibridación 
será proporcional a la aportación relativa de los genomas comparados mediante la SH, 
no al material genético de la preparación. Por ejemplo en el caso de la comparativa entre 
una mujer (M) y im varón (V) llevada a cabo en el experimento entre genomas 
humanos, el empleo de linfodtos de V aporta la ventaja adicional de permitir observar 
hibridación exclusivamente de V en el cromosoma Y del material genético de la 
preparación (Fig. 4a), es decir se trata de un control útil, pero los resultados en los otros 
cromosomas no cambian con respecto a lo que se habría obtenido sobre linfocitos de 
cualquier otro individuo de la misma especie con esa misma SH (Fig. 30). El único 
control imprescindible para otorgar credibilidad a los resultados obtenidos cuando se 
comparan dos individuos de la misma especie Qíl y X2, por ejemplo), es el empleo de 
SHs inversas. Es decir, los resultados obtenidos con una SH (X1-R/X2-G, por ejemplo) 
en cuanto a dominancia R o G en una determinada región, han de verse invertidos 
empleando la SH inversa (X1-G/X2-R). En este tipo de experimentos también puede 
resultar interesante hibridar tanto sobre material genético de XI como de X2, aunque no 
sea indispensable. Si hibridando la SH: X1-R/X2-G, sobre XI, aparece una determinada 
región en R, indicará que dicha región está representada con mayor número de copias en 
el genoma de XI. Este hecho debe repetirse cuando la misma sonda se hibride sobre X2, 
es decir el genoma de XI también debe desplazar al de X2 por hibridar esa misma 
región de X2. Porque al tratarse de individuos de la misma especie, el único 
polúnorfísmo esperable es de abundancia relativa, es decir de número de copias, de las 
que XI tiene más que X2 en esa supuesta región. 
El panorama cambia cuando se comparan dos individuos (X e Y, por ejemplo) 
entre los que existe la posibilidad adicional de detectar polimorñsmos de composición 
de secuencias. En estos casos también es hnprescindible el uso de una SH inversa como 
control interno del experimento. Y en segundo lugar, si se quiere comprobar si el 
polimorfismo es de abundancia relativa o bien de composición de secuencias, debe 
hibridarse la SH empleada sobre preparaciones de ambas especies. De modo que si 
hibridando la SH: X-RA^-G, sobre X aparece una determinada región en R, y sobre 
material genético de Y esa región aparece en G, podemos concluir que lo que ocurre es 
que esos genomas son distintos entre sí para esa región concreta: existen diferencias en 
la composición de secuencias. También pueden practicarse diversas variantes de 
controles si se híbrida la SH sobre material genético que no pertenece a ninguna de las 
dos especies cuyo genoma está representado en la SH, como en los experimentos con 
primates. 
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De forma análoga a los controles, el Análisis Digital de Imágenes (DÍA) se 
plantea de distinta manera dependiendo del caso que se estudie. Por ello en la presente 
memoria se han descrito dos tipos de estimaciones: la proporción R/G (o G/R) y la IC 
(Identidad Citogenética) (y NolC). EL primero se emplea cuando las diferencias entre 
genomas son de abundancia relativa y lo que se quiere es cuantifícar la aportación 
proporcional de cada genoma de los presentes en la SH, por ello tan sólo se relativizan 
las cantidades de fluorescencia de uno y otro genoma entre sí en las regiones de interés. 
El IC por el contrario se emplea cuando existen diferencias en la composición de 
secuencias, y permite la estimación de distancias citogenéticas. Es decir cuantifícar las 
diferencias globales incluyendo todo el genoma, incluso, obviamente, las secuencias de 
ADN altamente repetidas, hecho extremadamente novedoso. 
Mientras que otras téoiicas ensayan la búsqueda de un polimorfismo 
determinado que sirva para un fin concreto, la W-CGH pone de manifiesto todos los 
detectables en un solo experimento, aportando información comparativa sobre los 
mismos. Una técnica sencilla y extendida, y de uso temprano en diversos estudios y 
procesos como son las bandas-C, también es capaz de revelar el tamaño de los bloques 
de heterocromatina de un individuo, pero frente a ella, la W-CGH habla de tamaños 
relativos entre dos individuos e informa de la composición concreta de cada bloque. 
Aportando además información sobre las características de las diferencias encontradas 
(abundancia relativa o composición de secuencias) y, en ciertas circunstancias, 
revelando la existencia de distintas familias dentro de una misma región (como ocurre 
en el bloque de heteroa-omatina del cromosoma Y de Sus domesticus y en los de los 
autosomas de Arcyptera tornosi y Arcyptera fusca). Todas estas situaciones no hacen 
sino evidenciar que la W-CGH es ima técnica joven, que mediante la presente memoria 
ha tratado de quedar caracterizada y acotada, pero cuyas virtudes y limitaciones aún 
pueden ser ampliadas gracias a su capacidad para ser ensayada en muy distintos 
contextos. 
6J2 W-CGH intnt-específica 
6.2.1 Homo sapiens 
Los 23 pares de cromosomas homólogos del complemento humano presentan 
heterocromatina centromérica constituida por diversas familias de ADNsat (Fig. 2). Los 
cromosomas 1, 9,16 e Y son los que muestran bloques de heterocromatina de mayor 
tamaño (Craig-Holmes y col., 1973; Kalz y Schwanitz, 2004). Además, como se ha 
visto, estos cromosomas se encuentran entre los más polimórficos dentro del genoma 
humano (Craig-Hobnes y col., 1973), aunque existe una cierta controversia al respecto. 
Ciertos autores no dudan en considerar que son las regiones de heterocromatina de los 
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cromosomas 15 y 22 las que pemiiten diferenciar mejor a dos personas tomadas al azar, 
y las de los cromosomas 3,4 e Y las más deficientes para dicho propósito (Olson y col., 
1986). Según otros estudios, los cromosomas cuyas regiones centroméricas son 
candidatas a ser las más polimórficas, son las de los cromosomas: 13, 3 y 22 (Kalz y 
Schwanitz, 2004) ó las de 13,3 y 21 (Barrer y col, 1977). Lo que sin lugar a dudas es 
un hecho incontestable, es que existen abundantes regiones heterocromáticas 
susceptibles de mostrar polimorfismos de tamaño destacables, como son, además de las 
citadas, los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos: 13,14,15,21 y 22, que no 
poseen ninguna región eucromática y están constituidos por diversas familias de 
ADNsat; así como los cromosomas 3 y 4 que también presentan regiones centroméricas 
de heterocromatina de un tamaño destacable. (Kalz y Schwanitz, 2004). 
En lo que se refiere al tipo de secuencias cabría destacar que, bajo el estudio con 
W-CGH, en general, dentro de los bloques de heterocromatina centromérica, las 
regiones pericentroméricas (donde se encuentran el satélite satélite-alfa) presentan con 
mayor frecuencia un aporte semejante por parte de los dos genomas comparados que las 
regiones paracentroméricas (donde residen los ADNs satélites clásicos). Por tanto estos 
últimos son excelentes candidatos para la discriminación de genomas, concretamente 
los cromosomas 1 (satélite clásico U), 9 (satélite clásico m) y 16 (satélite clásico II). 
Estos datos sugieren que la variabilidad en las secuencias de satélite-alfa entre dos 
genomas humanos cualquiera es menor que la que se aprecia en los ADNs satélites 
clásicos, probablemente debido a una mayor presión selectiva derivada de la 
funcionalidad que se les atribuye a los primeros. Tanto en relación con actividades 
centroméricas (Jones, 1973; Willard y Waye, 1987; Masumoto y col., 1989; Warbunton 
y col., 1993; Willard, 1998; Koch, 2000; Henikoff y col., 2001), como de directores en 
el mantenimiento de la cohesión entre cromátidas hermanas durante la mitosis temprana 
(Brutlag y col., 1980; Bemard y col., 2001). A pesar de esto, la bibliografía revela la 
existencia de un discreto grado de polimorfismo en secuencias repetidas de satélite 
alfoide entre distintos mdividuos (Willard & Waye, 1987, Alexandrov y col., 1988). 
6.2.1.1 La cmntificación del grado de quimerismo post-trasplante de médula ósea 
(post-TMO): un problema no resuelto 
Los resultados obtenidos mediante la combmadón de W-CGH-FISH-DIA nos 
han permitido comprobar como esta secuencia de técnicas resulta eficaz a la hora de 
cuantificar el grado de qmmerismo existente en un entorno creado de forma artificial. 
Sm duda la aplicación más interesante para este particular protocolo, que emplea 
polimorfismos en la heterocromatina constitutiva como característica para diferenciar 
las células de dos individuos concretos, se presenta en el ámbito de los trasplantes de 
precursores linfohemopoyéticos, llamado tradicionalmente trasplante de médula ósea 
(TMO) por ser ésta el precursor más característico. 
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Como se ha dicho, el TMO es el procedimiento terapéutico más habitual en 
pacientes con enfermedades congénitas o adquiridas que afectan a la médula ósea. Y es, 
por tanto, el tratamiento más frecuente que se aplica a enfermos de leucemia. 
Básicamente existen dos tipos de trasplante. En el conocido como trasplante autólogo, el 
Donante (D) y el Receptor (RC) son el mismo individuo. Por sus características, en este 
tipo de trasplante el seguimiento del proceso y el diagnóstico no están basados en la 
localizadón de marcadores que diferencien D y RC, por tanto escapa a la potencial 
aplicación de la W-CGH. Mientras que en el trasplante alogénico, el D es una persona 
distinta del RC. Tras el TMO alogénico se genera en el cuerpo de RC, lo que se 
denomina, inspirado en la mitología griega, una quimera. Es decir, células procedentes, 
y por tanto con las características genéticas, del D y del RC conviven en el organismo 
del RC. La capacidad del sistema linfohematopoyético del D de restaurar una 
hematopoyesis sana en el RC mediante la generación de una quimera, es crítica para el 
éxito del trasplante y evitar la recaída del RC (Petz y col., 1987; Dubovsky y col., 
1999). Por ello el estudio, el seguimiento y la cuantifícadón del grado de químerísmo y 
de la enfermedad mínima residual (el número de células del RC que quedan después de 
la aplicadón de una terapia) existente en el organismo del RC, son determinantes para 
observar el progreso y la dinámica de la enfermedad. Así como para detectar posibles 
rechazos al trasplante, reddivas, o bien para evaluar la necesidad de alternativas 
terapéuticas (Petz y col., 1987; Khan y col., 2004; Thiede y col., 2004; Bader y col., 
2005). Hasta la fecha se han propuesto y descrito diversas metodologías para determinar 
el grado de quimerismo. Todas estas técnicas se basan en la localizadón de marcadores 
genéticos que permitan diferendar las células del D y del RC. Entre las técnicas clásicas 
para evaluar el quimerismo se encuentran el fenotipado de eritrocitos (Sparkes y col., 
1977; Bar y col., 1989), el análisis de ísotipos de la inmimoglobulma (Witherspoon y 
col., 1978) y otiros métodos citogenétícos convencionales (Lawler y col., 1984; Arthur y 
col., 1988; Ribeiro y col., 1996). El desarrollo de la biología molecular permitió 
plantear métodos altemativos y más precisos (Blazar y col., 1985; Min y col., 1988; 
Roth y col., 1990), de modo que una de las técnicas más extendidas hoy en día es la 
aplicadón de la PCR para el estudio del Número Variable de Repeticiones en 
Tándem/Repeticiones en Tándem Cortas (VNTR/STR-PCR; Variable Number Tándem 
Repeats/Short Tándem Repeats) (Roth y col., 1990) que se considera una técnica muy 
efidente a la hora de estudiar el quimerismo y que evalúa el grado de quimerismo en 
base a diferendas entre D y RC detectadas en estos marcadores altamente polimórficos 
(Lawler y col., 1991; Najfeld y col., 1997; Thiede y col., 1999; Thiede y col., 2004; 
Buflo y col., 2005; McCann y col., 2005). Sin embargo el prindpal contratiempo de la 
mayoría de las técnicas es que simplemente proporcionan aproximaciones semi-
cuantítativas del grado de quimerismo; es dedr no cuentan físicamente el número de 
células del D y del RC presentes en el organismo del RC, y en el mejor de los casos lo 
extrapolan. Una técnica que no muestra dicha carencia es la Hibridadón in situ 
Fluorescente (FISH) empleando sondas para detectar los cromosomas sexuales en las 
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células presentes en el RC (FISH-XY) (Dumam y col., 1989; Dewald y col., 1993; 
Antin y col., 2001; Bufio y col., 2003; Bufto y col., 2005), y es que la caracterización 
celular es un método de cuantifícación en muchas ocasiones más certera y directa para 
estimar el grado de quimerísmo celular tras TMO que otras metodologías de 
características exclusivamente moleculares (Elmaagacli y col., 2001). Aunque esta 
técnica presenta otros inconvenientes, el principal de los cuales es que, teniendo en 
cuenta que son los cromosomas sexuales los marcadores empleados para identificar las 
células de D y RC, la FISH-XY sólo es efectiva en casos de trasplantes entre individuos 
de distinto sexo, lo cual reduce significativamente su margen de aplicabilidad. La 
evaluación mediante PCR cuantitativa (RT-PCR; Reverse Transcriptase-PCR) también 
es considerada una técnica muy resolutiva y de aplicación muy extendida (Roth y col., 
1990; Thiede y col., 1999; Alizadeh y col., 2002). Sin emabargo la localizadón de 
marcadores que permitan distinguir al D del RC es compleja, y retrasa y complica la 
2q)licabilidad de la técnica (Bader y col., 1997). Semejante panorama pone en evidencia 
que aún no existe un acuerdo generalizado en cuanto a la técnica idónea (Alizadeh y 
col., 2002, Khan y col., 2004). Por tanto, la determinación del grado de quimerismo 
celular tras TMO es todavía im problema con variedad de formas de afrontarlo, pero sin 
una técnica absolutamente eficaz y resolutiva para cuantificarlo (Khan y col., 2004; 
Thiede y col., 2004; Bader y col., 2005). El método propuesto a partk de los 
polimorfismos detectados mediante W-CGH, abre la posibilidad de usar marcadores 
distinguibles a nivel cromosómico, fácilmente cuantificables, para establecer el grado de 
quimerismo de forma análoga a la FISH-XY. Con la ventaja adicional de ser también 
2q)licable en caso de trasplantes entre individuos del mismo sexo. 
Los resultados presentados en esta memoria sustentan la idea de que la W-CGH 
combinada con FISH y DÍA, puede ser una herramienta útil para determinar el origen de 
las células presentes en una situación de quimerismo celular. Esta metodología, como 
casi todas en este ámbito, requiere, en primer lugar, localizar mediante W-CGH los 
marcadores que distinguirán las células de D y RC tras el TMO. Es decir, identificar los 
cromosomas cuyas regiones centroméricas muestran diferencias en el número de copias 
de secuencias de ADN altamente repetidas entre los potenciales D y RC. Por ser 
altamente polimórficas, las regiones centroméricas son excelentes marcadores ya que es 
sumamente probable encontrar diferencias entre individuos cualesquiera, incluso entre 
parientes (Buño y col., 1999b). Este hecho es muy relevante dado que la mayoría de los 
trasplantes intentan llevarse a cabo entre familiares para disminuir la probabilidad de 
rechazos por reacciones inmunológicas, lo cual dificulta la localizadón de marcadores 
en la mayoría de las situadones. En el ejemplo descrito en la presente memoria se 
selecdona como marcador para distinguir D y RC las regiones centroméricas de los 
cromosomas 9-9', por ser la que muestra diferencias más notables entre los genomas de 
la mujer (M) y el varón (V) estudiados (actuando como potendales D y RC). Pero 
podrían haberse selecdonado otros marcadores que permitieran diferenciar sus genomas 
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(concretamente los cromosomas 1, 9, 15, 16 e Y, que muestran también diferencias 
entre M y V), o incluso más de un marcador simultáneamente. Esto habría aumentado la 
eficacia del estudio ya que se habría eliminado el problema del grado de solapamiento 
mostrado entre los Códigos Celulares (CCs), 9CC-M y 9CC-V, puesto que el empleo de 
un c e adicional procedente de otro polimorfismo habría permitido asignar un origen a 
aquellas células que recaían en el intervalo de solapamiento. Porque, aunque no todas 
las diferencias detectadas entre los genomas de M y V son suficientemente notables por 
si solas para ser susceptibles de establecer unos valores de CC que permitan diferenciar 
sus células, la capacidad de poder elegir amplia las posibilidades de éxito. 
Tras la W-CGH, y una vez seleccionados los marcadores, se lleva a cabo una 
FISH empleando sondas comerciales de los marcadores. Esto permite comprobar las 
diferencias de tamaño entre los marcadores elegidos para diferenciar D y RC, así como 
también establecer los CCs que caracterizan los genomas, y por tanto las células, de D y 
RC. De modo que estos valores de CC pueden quedar establecidos de forma previa al 
trasplante a partir de muestras de sangre extraídas a los potenciales D y RC. En lo 
sucesivo la aplicación de este mismo protocolo de FISH (con las mismas sondas) y DÍA 
en muestras obtenidas a partir de la sangre del RC (desde inmediatamente después del 
TMO), permitirá asignar un origen (D o RC) a cada célula en base al CC observado en 
ella, y realizar la cuantificadón del grado de quimerismo de forma directa e imnediata. 
Además, los resultados pueden estudiarse perfectamente en interfase, posibilitando la 
valoración de un número alto de células, lo que permite im incremento de la 
consistencia de la valoración de la cuantificadón del quimerismo realizada. Esta parte 
del protocolo se desarrolla de forma análoga al estudio del grado de quimerismo 
mediante FISH-XY, con la diferenda de que en ese caso los marcadores son 
exclusivamente los cromosomas sexuales y el estudio se encuentra limitado a 
trasplantes entre individuos del mismo sexo. A pesar de ello, la FISH-XY está 
considerada una de las técnicas más eficaces para la evaluadón y cuantificadón del 
grado de quimerismo post-TMO (Khan y col., 2004) y se estima que ofrece un margen 
de error tan sólo del 1% cuando se analizan 500 células (Bufto y col., 2005). Pero sin 
duda la mayor ventaja del empleo de W-CGH es que elude la búsqueda espetífica de 
marcadores de forma previa al trasplante. Ésa es predsamente la parte más tediosa del 
proceso cuando se emplean otras técnicas, como la PCR cuantitativa, ya que requieren 
el ensayo arbitrario de potendales candidatos a marcadores, mientras que la W-CGH 
revela todos los que sus características le permiten localizar en un solo experimento, y 
tan sólo exige selecdonar de entre ellos el, o los, mejores candidatos para distinguir D y 
RC. 
En conclusión, la aplicación de FISH-DIA de marcadores detectados mediante 
W-CGH permite distinguir el origen de las células presentes en una situadón de 
quimerismo artificial con una alta fiabUidad. El empleo de varios marcadores y d 
perfeccionamiento y aumento de precisión de las técnicas pueden facultar tanto su 
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aplicabilidad como la automatización del proceso para su implementadón en la 
evaluación del grado de quimerismo post-TMO. 
6.2.2 Sus domestícus 
Al comparar genomas de cerdo doméstico (Sus domestícus) mediante W-CGH, 
los resultados permiten poner de manifiesto una particular situación en el genoma de 
esta especie. Ya que se localizan, no sólo diferencias en la abundancia relativa de 
secuencias de ADN altamente repetidas entre los individuos y las razas estudiadas, sino 
también una dinámica concreta y distinta por parte de los ADNs repetidos de cada uno 
de los subgenomas del cerdo (acrocéntrico y metacéntrico). 
El cerdo doméstico es una especie muy extendida que presenta 
aproximadamente unas 500 razas diferentes (Scherf, 2000). Charles Darwin (en 1868) 
describió dos líneas de cerdo doméstico: la europea (Sus scrofá) y la asiática (Sus 
indicus), y consideró que ambas descendían de distintas formas ancestrales. Por el 
contrario, hoy en día diversos estudios apuntan que todas las especies tuvieron su origen 
en los cerdos salvajes de la especie Sus scrofa que existieron a lo largo de Eurasia y el 
norte de ÁMca y a partir de los cuales se llevó a cabo una domesticación progresiva 
(Giuffia y col., 2000; Scherf, 2000). En cualquier caso la confusión del dentíñco inglés 
invita a reflexionar sobre las dificultades que subyacen a la determinación del origen y 
el estudio de la expansión de la mayoría de las especies de cerdo doméstico, porque, 
entre otras cosas, la del cerdo es una historia compleja de cruzamientos y selección 
artificial. Si bien existen abundantes estudios alrededor de esta especie, no están tan 
enfocados a dilucidar las circunstancias de su origen y evolución como a obtener 
información potendalmente aplicable, es dedr con implicadones económicas y/o de 
carácter alimenticio. 
El número cromosómico del cerdo es 2n=38, y presenta un cariotipo bimodal 
con doce cromosomas metacéntricos, seis acrocéntricos y dos cromosomas sexuales: un 
cromosoma X metacéntrico de tamaño medio y un pequeño cromosoma Y (Gustavsson, 
1988). Estos cromosomas presentan heterocromatina constitutiva en las regiones 
centroméricas de todos los autosomas y del cromosoma X, así como en el brazo q del 
cromosoma Y (Schnedl y col., 1981; Gustavsson, 1988). Esta tendenda bimodal del 
cariotipo no implica necesariamente características comunes entre los cromosomas que 
pertenecen a un mismo subgenoma (metacéntrico o aCTOcéntrico), sm embargo las 
secuendas de ADN altamente repetido que se localizan en las regiones de 
heterocromatina centromérica sí muestran comportamientos asociados al subgenoma al 
que pertenecen (Schwarzacher y col., 1984; Jantsch y col., 1990; Adega y col., 2005). 
El experimento aquí descrito se planteó con la intendón de profundizar en la 
historia evolutiva del cerdo a través del estudio de las diferendas existentes entre los 
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genomas de distintas razas de cerdo en sus secuencias de ADN altamente repetidas, y 
para ello se compararon mediante W-CGH 0-es razas con ti-es orígenes distintos. Una 
raza norteamericana: Duroc, y dos europeas: la raza Ibérica y la raza híbrida 
Landrace/Largewhite. Los resultados obtenidos muestran como los genomas de tres 
individuos de tres razas distintas de cerdo doméstico (Duroc, Ibérica y Landrace/Large 
White) revelan diferencias en la cantidad de secuencias de ADN altamente repetidas 
presentes en las regiones de heterocromatina centroméríca de sus subgenomas 
metacéntricos. Los resultados mostrados corresponden estrictamente a diferencias entre 
tres individuos. Debido a las dificultades derivadas de la obtención de este tipo de 
muestras, no se pudieron contrastar los resultados más que en otra ocasión (con otros 
tres individuos, uno de cada raza). No obstante, las extraordinarias características de 
estos resultados (que involucran subgenomas completos y no polimorfismos concretos 
de uno u otro cromosoma), no parece descabellado extrapolar las conclusiones 
obtenidas en estos individuos a sus razas, manteniendo las debidas reservas. 
6.2.2.1 Autosomas 
Cuando los genomas de dos individuos de las razas Ibérica y Duroc se comparan 
mediante W-CGH, el genoma marcado del individuo de raza Ibérica híbrida 
predominantemente las regiones de heterocromatina centromérica del subgenoma 
metacéntrico (Fig. 6a). Lo mismo ocurre cuando el genoma del individuo de raza 
Ibérica se compara con el de raza Landrace/Large White (Fig. 6b). Y cuando se 
comparan genomas de individuos de razas Diuroc y Landrace/Large White, el genoma 
marcado de éste último híbrida preferentemente las citadas regiones (Fig. 6c). Por el 
contrario, la hibridación en las regiones de heterocromatina centromérica del 
subgenoma acrocéntiico parece repartirse siempre enti-e los dos genomas marcados 
presentes en la SH (Fig. 6a', 6b', 6c'), Es decir, bajo la resolución de la W-CGH 
podemos concluir que los tires individuos de las ti-es razas poseen secuencias semejantes 
en las regiones de heterocromatina cenfromérica, pero los ADNs repetidos que forman 
parte de los bloques de heterocromatina constitiitiva del subgenoma metacéntiico están 
diferendalmente duplicados, siendo más abundantes en el individuo de raza Ibérica, 
seguido del Landrace/Large White y por último del Duroc. Estas diferencias observadas 
en las regiones de heterocromatma del subgenoma metacéntrico que indican la 
existencia de distintas abundancias relativas, es decir distinto número de copias de las 
secuencias de ADN altamente repetidas entre las tres razas, no implican diferencias en 
la composición de estas secuencias. Por oti-o lado, el número de copias de las secuencias 
de ADN altamente repetidas permanece estable en el subgenoma acrocéntrico. Este tipo 
de variación intra-específica implicando dinámicas distintas en distintos subgenomas 
puede ser considerada extiíiordinaria en mamíferos. También es llamativo que este 
hecho se repita cuando el individuo implicado en las comparativas es de la raza híbrida 
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Landrace/Large White. Porque, aunque su genoma procede de la unión de dos razas 
diferentes, cuando éstas se encuentran mezcladas despliegan el patrón que podría ser el 
general en el cerdo: subgenoma acrocéntrico homogéneo y subgenoma metacéntrico 
heterogéneo. 
Estos patrones de divergencias contrastan con los tamaños de los bloques de 
heterocromatina de los cromosomas de uno y otro subgenoma. Ya que en el cariotipo 
del cerdo, el patrón de heterocromatina constitutiva que se obtiene con bandas-C 
muestra bloques notablemente grandes en el subgenoma acrocéntrico, mientras que en 
el metacéntrico parecen comparativamente pequeños (lin y col., 1982), hecho también 
observable en los experimentos de W-CGH (Fig. 7). Lo cual no es sorprendente, ya que 
el tamaño de un bloque de heterocromatina no está relacionado directamente con el 
grado de polimorfismo de sus secuencias. Hasta la fecha tampoco se han descrito 
diferencias en los tamaños de los bloques de heterocromatina entre los cariotipos de 
distintas razas, probablemente porque las diferencias no son detectables mediante 
bandas-C. 
Con respecto a las secuencias de ADNsat del cerdo, se ha propuesto en 
ocasiones anteriores que son profundamente distintas entre los dos subgenomas. De 
hecho se han descrito dos familias de ADNsat (Ac2 y Mcl), exclusivas de los 
subgenomas acrocéntrico y metacéntrico (respectivamente), que suponen la mayoría de 
la heterocromatina presente en este organismo. A pesar de mostrar una notable falta de 
homología entre ellas, Ac2 presenta, sin embargo, una gran homología dentro de los 
cromosomas acrocéntricos, y, por el contrario, Mcl se muestra como una familia muy 
divergente entre los metacéntricos (Jantsch y col., 1990; Adega y col., 2005) 
Estas observaciones resultan interesantes y complementan los resultados 
obtenidos tras los experimentos de W-CGH, ya que la técnica se encuentra limitada a la 
hora de ofrecer conclusiones sobre diferencias mtra-genómicas, puesto que los 
resultados en los experimentos de W-CGH se obtienen a partir de sondas que aglutinan 
todo el genoma y su objetivo es estudiar diferencias entre distintos genomas. Sin 
embargo en este caso concreto, debido a las características de los resultados, parece 
oportuno suscribir el citado hecho de que los ADNs repetidos del subgenoma 
aa-océntrico son altamente homogéneos. Pero parece coherente presumir que los del 
subgenoma metacéntrico también lo sean en un grado muy alto. Ya que, aunque las 
secuencias de ADN altamente repetidas del subgenoma metacéntrico presentan 
diferencias entre los distintos individuos de las distintas razas, en todos los cromosomas 
metacéntricos aparece una hibridación semejante en las regiones de heterocromatina. 
Esto es: no aparecen los bloques de heterocromatina en unos cromosomas del 
subgenoma en R y otros en G, ni siquiera se observan grandes variaciones en las 
intensidades de R que muestran todos ellos en un mismo experimento. Se aprecia un 
comportamiento global de subgenoma que parece indicar una cierta homogenización 
también entre las secuencias de ADN altamente repetidas de los cromosomas 
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metacéntrícos, aunque esto no quiera decir que esta homogeneidad no sea menor que la 
observada para la familia Ac2, como proponen Jantsch y col. (1990) y Adega y col. 
(2005). Además se ha descrito una unidad de repetición de 100 pb presente en todas las 
regiones centroméricas de los autosomas metacéntrícos y otra de 340 pb bastante 
extendida en el mismo subgenoma (Miller et al., 1993), aunque también se presume que 
el resto de las repeticiones son espedfícas de cada cromosoma (Riquet et al., 19%). 
E>e modo que, de forma global, lo que este estudio nos permiten concluir es que 
el ritmo de acumulación de duplicaciones afecta de distinta manera a las secuencias 
presentes en las regiones centroméricas de los subgenomas acrocéntrico y metacéntrico. 
Es decir, la divergencia de las familias de ADNs repetidos en el subgenoma 
metacéntrico está promovida por duplicaciones sucesivas que parecen afectar de distinta 
manera a cada raza. Mientras que el subgenoma acrocéntrico presenta mayor 
homogeneidad en cuanto a sus ADNs repetidos, y no sólo dentro de los cromosomas del 
subgenoma (Jantsch y col., 1990; Adega y col., 2005) sino también entre los genomas 
de las distintas razas. Según el modelo de dinámica general de los ADNsat de Nijman y 
Lenstra (2001), las secuencias de ADN altamente repetidas que aparecen altamente 
homogéneas dentro de im genoma se encuentran en la fase inicial de su existencia, 
mientras que la segunda fase implica duplicaciones y deledones para posteriormente 
empezar a dar lugar a secuencias divergentes entre sí, hasta finalmente ser reemplazadas 
por otras secuencias. El comportamiento descrito para la fase inicial podría asemejarse 
al de las secuendas del subgenoma acrocéntrico, mientras que los ADNs repetidos del 
subgenoma metacéntrico podrían encontrase en la segunda fase, y por eso dar lugar a 
diferencias tanto intra-genómicas como entre los individuos de las distintas razas. Esta 
disposición de los acontecimientos, que además supondría la existencia previa de ambas 
familias de secuencias en el ancestro de los individuos estudiados, implicaría que las 
secuencias de ADN altamente repetidas de uno de sus subgenomas (el metacéntrico) 
serían más antiguas que las del acrocéntrico, que serían de aparición más reciente, 
aimque anteriores a la separación de los antepasados de las tres razas. Esta situación 
puede aportar algo de luz a la hora de aproximarse a obtener conclusiones sobre los 
orígenes del genoma del cerdo, aunque no se puede descartar que sean otros los 
procesos que han provocado el panorama presente. 
6.2.2.2 El cromosoma Y 
Con respecto al cromosoma Y del cerdo existe muchas menos información 
disponible. Tan sólo se ha descrito una secuencia específica (McGraw y col., 1988), 
pero no se ha identificado ningún ADNsat en la región heterocromática (Janzen y col., 
1999; Adega y col., 2005). En nuestros experimentos, el cromosoma Y muestra su 
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propia historia evolutiva con dos regiones potenciales albergando diferentes familias de 
secuencias de ADN altamente repetidas, y mostrando distinto número de copias en cada 
raza. El hecho de que se observen dos resultados independientes en las regiones 
proximal y distal del bloque de heterocromatina del cromosoma Y cuando se comparan 
los individuos de las razas Ibérica y Landrace/Large White con W-CGH ^ig. 6b"), 
predice la presencia de, al menos, dos familias principales de ADNs repetidos en dicho 
bloque (dentro de lo que se presenta como un bloque homogéneo observando su 
bandeado-C). De nuevo gracias al uso de controles, se puede comprobar que las 
secuencias presentes en el bloque de heterocromatina del cromosoma Y pertenecen a la 
misma familia en los individuos de las tres razas estudiadas. Es dedr, son semejantes en 
cuanto a su composición y tan sólo se observan distintas abundancias relativas. Los 
resultados obtenidos nos permiten establecer un orden jerárquico entre los individuos de 
las tres razas en el número de repeticiones de las secuencias de las dos regiones del 
cromosoma Y: el individuo de raza Ibérica tiene el número más alto de copias en la 
familia de ADNs repetidos presente en la región proximal del brazo q del cromosoma 
Y, seguido de los mdividuos de raza Landrace/Large White y Duroc, en ese orden. Con 
respecto a la región distal del mismo bloque, el individuo de raza Landrace/Large White 
presenta el mayor número de copias seguido de los de raza Ibérica y Duroc, 
respectivamente. En el caso concreto de este cromosoma, la ausencia de recombinación 
que afecta a las secuencias del cromosoma Y puede haber favorecido su rápida 
divergencia. 
En resumen, con este estudio y teniendo en cuenta las caracterfetícas de la W-
CGH, podemos concluir que han ocurrido distintos tempos dentro del genoma de Sus 
domesticus: uno que afecta al subgenoma acrocéntrico, otro al metacéntrico y por 
último uno que afecta al cromosoma Y. 
63 W-CGH inter-específlca 
6.3.1 El género Microtus 
Microtus es uno de los géneros de mamíferos que engloba a un mayor número 
de especies, unas 150, es decir, aproximadamente la mitad de las que comprende la 
suhfmaiia Arvicolinae (Musser y Carleton, 1993). Además estos roedores se consideran 
los mamíferos herbívoros más abundantes de diversas zonas del hemisferio norte 
(Mitchell-Jones y col., 1999). El presente estudió centró su atención en dos especies 
concretas: Microtus cabrerae (CAB) y Microtus nivalis (NIV). CAB es una especie 
endémica de la península Ibérica y se presume que surgió a partir de NIV, que es una de 
las especies más primitivas del género y se encuentra extendida por toda Europa. Por 
tanto se piensa que el cariotípo de NTV podría ser el más parecido al ancestro común de 
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todas las especies de Microtus, y tanto éste como el de CAB presentan un número 
cromosómico de 2n=54. Las distintas especies del género Microtus, presentan gran 
variabilidad en la cantidad de material positivo a bandas-C, es decir, en la cantidad de 
heterocromatina constitutiva que muestran en las regiones centroméricas de sus 
CTomosomas (Modi, 1993a). De entre todas las especies descritas hasta la fecha, CAB es 
la especie del género Microtus que posee los bloques de heterocromatina centromérica 
autosómíca de mayor tamaño (Modi, 1993a). En cuanto a los cromosomas sexuales, 
mientras que en la mayoría de las especies de mamíferos y del género Microtus (como 
por ejemplo NIV) tan sólo el cromosoma Y presenta un bloque de heteroo-omatina, en 
CAB tanto el cromosoma X como Y muestran un bloque de tamaño extraordinario (éste 
último especialmente grande), dando lugar a ima pareja de cromosomas sexuales 
frecuentemente denominados "gigantes" (Marchal y col., 2004). Dentro de los bloques 
de heterocromatina de los cromosomas sexuales de las especies de este género se han 
caracterizado nimierosas secuencias, y éstas han sido descritas como heterogéneas y 
espede-espedfícas en composición y distribución (Marchal y col., 2004). 
En Microtus se han descrito detalladamente al menos seis familias de secuencias 
de ADN altamente repetidas formando parte de los bloques de heterocromatina 
centromérica: MSAT160, MSAT2570, MSAT21, MS2, MS4 y STR47 (Modi y col., 
2003). La secuencia MSAT-160 ha sido descrita tanto en las regiones centroméricas de 
CAB como de MV. (Modi, 1993a; Modi y col., 2003). Se trata de una secuencia de 161 
pb rica en pares de bases AT que se considera que ha sufrido procesos de evolución 
concertada que han llevado a su homogenización a lo largo del genoma (Fernández y 
col., 2001a). 
En nuestro estudio comprobamos mediante FISH, que la secuencia MSAT-160 
de CAB (MSAT-CAB) híbrida las regiones centroméricas de todos los autosomas y la 
del cromosoma Y de CAB, pero no híbrida el resto de las regiones heterocromáticas de 
los cromosomas sexuales ni de los autosomas de NIV (Fig. 8). Y la secuencia MSAT-
160 de NIV (MSAT-NIV) muestra un comportamiento semejante sobre el genoma de 
NIV hibridando las regiones centroméricas de los autosomas, pero no muestra señal de 
hibridación en el genoma de CAB (Fig. 9). La falta de hibridación recíproca de las 
secuencias MSAT-160 de CAB y NTV, invita a dudar de la homología entre estas 
secuencias englobadas bajo el mismo nombre. Si bien es cierto que al rebajar la 
astringencia de los experimentos se observa una cierta hibridación de MSAT-CAB en 
NW y MSAT-NIV en CAB, que podría ser relflejo de su origen común. 
Con el fin de averiguar las semejanzas y diferencias existentes en la 
composición de los bloques de heterocromatina de autosomas y cromosomas sexuales 
de CAB y NIV, y también con la intención de analizar la presencia en estas regiones 
cromosómicas de la secuencia altamente repetida MSAT-160 descrita en ambos (Modi, 
1993a; Modi y col., 2003), se compararon sus genomas mediante W-CGH. En un 
primer acercamiento se observó que las secuencias de ADN altamente repetidas que 
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forman los bloques de heterocromatina de CAB y NIV son claramente diferentes, tanto 
en todos los autosomas como en los cromosomas sexuales ^igs. 10,11,12 y 13). Este 
hecho no es sorprendente ya que se considera que, en general, el género Microtus 
muestra grandes diferencias en cuanto al número de copias de las repeticiones en 
tándem existentes en posiciones homologas (Modi, 1993a) y además posee una de las 
mayores tasas de evolución cariotípica (Maryama e Imai, 1981). En el caso estudiado, 
las dos especies mostraron diferencias en la composición de las secuencias de las 
regiones de heterocromatina constitutiva, y no diferencias en la abundancia relativa. 
También se puede confirmar experimentalmente que, efectivamente, como ya adelantó 
Modi (1993a), las regiones de heterocromatina son globalmente mayores en CAB que 
en NIV. 
Cuando se comparan los genomas de CAB y NIV mediante W-CGH y se añade 
la secuencia MSAT-160 de CAB o NIV marcada para ser revelada mediante 
fluorescencia, se observa con precisión en qué grado está presente esta secuencia en los 
genomas de las especies estudiadas. Tanto en el genoma de CAB como en el de NIV, 
aparece su correspondiente secuencia MSAT-160 en sus respectivas regiones 
centroméricas, siendo la presencia en NIV muy notable y discreta en CAB (Figs. 14-
22). En ambos casos esta secuencia tan solo conforma una parte de dichas regiones, por 
lo que se deduce la necesaria existencia de otras secuencias en las regiones 
centroméricas. 
Por tanto, el estudio bajo W-CGH de los genomas de CAB y NIV nos permite 
concluir que existen diferencias notables en la composición de las regiones de 
heterocromatina constitutiva de estas especies. La secuencia MSAT-160 de ambas 
especies posee un grado de homología muy bajo entre CAB y NIV, y se encuentra 
presente en las regiones centroméricas de todos los autosomas (en CAB también 
aparece en la región centromérica del cromosoma Y. En CAB y NIV la secuencia 
MSAT-160 es tan sólo una de las componentes de la heterocromatina, aunque su 
presencia en NIV es propordonalmente más destacable. 
Para llevar a cabo este estudio tan sólo se empleó un individuo de cada especie 
(machos). Sin embargo, nos parece que estos resultados se pueden extrapolar a la 
comparación entre especies dado que afectan de forma global a todo el genoma, es decir 
en todas las regiones de heterocromatina se presentan radicalmente divergentes los 
genomas de las dos especies. Así como en todas las regiones centroméricas la 
abundancia de MSAT-160 es notablemente mayor en NIV que en CAB. En ningún caso 
se trata de diferencias puntuales de un cromosoma que pudieran sugerir una dinámica 
distinta si se analizasen otros individuos. 
En cualquier caso el interés de este experimento principalmente radica en que se 
trata de un estudio preliminar realizado sobre dos especies escasamente caracterizadas, 
de las que súnplemente existen algunas secuencias descritas y poca información 
integrada. Por tanto se presentaban como el objetivo ideal para un análisis descriptivo y 
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una ^roximadón al problema mediante W-CGH. Que, en este caso, combinada con 
FISH orienta la dirección que una investigación puede tener, mediante planteamientos 
sencillos. Además de informar de la situación global de los genomas de dos especies y 
de las dinámicas evolutivas de las familias de secuencias altamente repetidas que los 
componen. 
6.3.2 El género Arcyptera 
Arcyptera tomosi (AT) y Arcyptera fusca (AF) son dos especies relacionadas 
evolutivamente con dos cariotipos que muestran un bajo nivel de diferenciación al ser 
analizados mediante bandas-C (2n=22 + XO/XX) (Gosálvez y col., 1981). Los 
cromosomas de AT y AF presentan heterocromatina constitutiva en las regiones 
centroméricas de todos los cromosomas. Además algunas de estas regiones son 
polimórfícas en ambas especies y se han descrito segmentos de heterocromatina 
supernumeraria (de la Torre y col., 1986). Sin embargo, los resultados obtenidos con W-
CGH permiten localizar más diferencias entre ambos genomas de las que habían sido 
descritas hasta ahora. La observación de dos señales discretas con distintos rangos de 
fluorescencia en los bloques de heterocromatina distal de los cromosomas de AT y AF 
pone de manifiesto la existencia de, al menos, dos familias distintas de secuencias de 
ADN altamente repetidas formando parte de dichos bloques (Fig. 23a-e). Una de estas 
familias de ADNs repetidos se localiza en la región proximal de los bloques de 
heterocromatina y muestra mayor abundancia de copias en el genoma de AF que en el 
de AT y la denominamos DAF-1. Por otra parte la familia CAT-1, localizada en posición 
distal, muestra mayor representación en el genoma de AT que en el de AF. De nuevo, 
por tanto, es destacable la eficacia de la W-CGH a la hora de profundizar en el estudio 
de las características de genomas que en un principio muestran unos niveles de 
homogeneidad alto, como ocurre en este caso tras el análisis con bandas-C. Y también 
muy especialmente en aquellos casos en los que no se conocen las características de las 
secuencias de ADN altamente repetidas de los genomas. En nuestro caso, las familias 
DAF-1 y CAT-1, presentes en todos los cromosomas de AT y AF, presentan diferencias 
en su abundancia relativa entre estas dos especies. Por tanto se trata de secuencias no-
divergentes en cuanto a la composición de sus secuencias, y con una clara 
representación diferencial en ambos genomas. 
En el caso de AT y AF se sabe que la especie endémica del sistema central (AT) 
procede de poblaciones aisladas de AF (Gosálvez o y col., 1981, López-Femández y 
Gosálvez, 1981, 1983), por ello es interesante el hecho que determinadas secuencias 
repetidas estén presentes en ambos genomas, aunque probablemente estén sufriendo 
distintos procesos de duplicación y deleción en AT y AF. En términos evolutivos, la 
separación física de estas dos especies es reciente y probablemente se relacione con el 
movimiento de los hielos en las últimas glaciaciones. Esto le confiere un tiempo 
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evolutivo relativamente corto para lograr mayores diferencias que las observadas entre 
ambos genomas. Sin embargo, la W-CGH nos ha permitido observar qué tipo de 
diferenciación está ocurriendo y probablemente sea lógico pensar que las diferencias en 
abundancia relativa que se observan entre AF y AT precedan a futuros cambios en la 
composición de secuencia, como propone el modelo de dinámica general de losADNsat 
de Nijman y Lenstra (2001). 
Además de los resultados obtenidos sobre la representación de las distintas 
familias de secuencias de ADN altamente repetidas observadas, en este estudio 
concreto, la W-CGH nos ha permitido observar dos resultados novedosos adicionales. 
En primer lugar aparece una región concreta de eucromatina representada de forma más 
abundante en el genoma de AT que en el de AF (Fig, 23i), hecho sorprendente entre 
especies tan cercanas evolutivamente, aunque está aún por estudiar a qué secuencia 
corresponde. La segunda novedad atañe a un acontecimiento dinámico como es la 
condensación meiótica. Una de las características de la heterocromatína es su 
replicación tardía, que en este experimento concreto resulta evidente. La información 
detectada permite inferir distintos grados de condensación en los diferentes bloques de 
heterocromatína en función de la concentración de la señal fluorescente R o G. Y se 
observa como la familia DAF-1 se condensa de forma más temprana que CAT-1 (Fig. 
23f-i). Más allá del significado concreto de este hecho, nos permite poner de manifiesto 
un iimovador tipo de resultado ^tructural que nada tiene que ver con los obtenidos 
previamente mediante W-CGH. 
6.4 Hibridación Genómica Comparativa Completa intm-genérica 
6.4.1 Homo sapiens, Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Chlorocebus aethiops 
Los resultados obtenidos a partir de la comparación de genomas de distintos 
primates mediante W-CGH ponen de relevancia el alto grado de divergencia existente 
entie las secuencias de ADN altamente repetidas (exceptuando ciertas familias 
puntuales) de las distintas especies de este orden. Sm embargo, existen numerosos 
estudios, generalmente basados en comparaciones de secuencias codificantes, que 
ponen de manifiesto el alto grado de semejanza existente, y que han permitido elaborar 
clasificaciones taxonómicas que enmarcan al hombre entre sos parientes más cercanos. 
A pesar de ello esta clase de estudios resultan conflictivos por motivos de diversa 
índole, desde la complejidad intrínseca de su elaboración hasta sus propias limitaciones 
técnicas, y por supuesto su dimensión social. 
De hecho, han pasado ya más de 100 años desde que T.H. Huxley propusiese la 
estrecha relación evolutiva existente entie el hombre y los grandes simios africanos 
(1863), y aún no se conoce con claridad cuáles son las relaciones evolutivas precisas 
entie los primates no extinguidos. Sin duda la del científico inglés era una afirmación 
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osada para la época, y no consiguió la aceptación por parte de la comunidad dentffica, y 
aunque ése es un capítulo conocido y popular de la historia de la ciencia, en gran parte 
por la polémica que provocó, no se trataba del primer estudio que se realizó en esa 
dirección. Anteriormente, en 1699, Edward Tyson había propuesto una continuidad 
biológica entre el chimpancé y los pigmeos, y es también sabido que fueron 
precisamente estas investigaciones las que invitaron a Linneo a proponer la clasificación 
del hombre entre los primates (aunque sin incluir ninguna idea de evolución, como se ha 
dicho). Hoy en día, sin embargo, existe la aceptación generalizada (aunque 
sorprendentemente no unánime) de la estrecha relación evolutiva entre el hombre y los 
grandes simios, así como de la importancia de la selección natural como motor de la 
evolución. Y actualmente se clasifica como homínidos a una familia compuesta por el 
Honto sapiens (hombre), el Pan troglodytes (chimpancé), el Panpaniscus (bonobo), el 
Gorilla gorilla (gorila) y el Pongo pygmaeus (orangután). Y a los homininos como una 
subfamilia que incluye a las cuatro primeras especies. 
Los primeros estudios moleculares que permitieron justificar una clasificación 
taxonómica de los homínidos fueron los de Goodman (1962, 1963a, 1963b) y los de 
Sarich y Wilson (1967a, 1967b) basados en técnicas iimiunológicas. El primero propuso 
que las especies afiicanas (chimpancé y gorila) eran más cercanas al hombre que las 
asiáticas (orangután y gibón). Y los segundos afinaron el tiempo de divergencia de los 
homininos hasta 5 millones de años (MA), aunque consideraban a todos los grandes 
simios equidistantes filogenéticamente. Desde entonces, numerosos estudios con 
diversas téoiicas se han encargado de demostrar la mayor cercanía filogenética del 
hombre con los primates africanos que con los asiáticos (revisión en Saitou, 2005), pero 
no fue hasta 1995 cuando se propuso agrupar al chimpancé como el pariente más 
cercano del hombre (Horai y col., 1995). A pesar de que King y Wilson (1975) 
comparando secuencias de aminoácidos ya habían sido pioneros en cuantifícar 
diferencias y habían establecido la semejanza entre el hombre y el chimpancé en un 
99%. Gracias a estos y otros estudios llevados a cabo mediante comparaciones de 
secuencias de ADN entre especies, se han podido concluir los tiempos de divergencia 
entre las distintas especies, siendo los más aceptados los siguientes: el hombre 
compartió un ancestro común con el chimpancé y el bonobo hace aproximadamente 4-6 
MA y con el gorila hace unos 7-8 MA. En última instancia todos los homínidos 
descienden de un ancesti-o común, el Procónsul, que en algún momento estimado hacia 
12-16 MA también salió de África hada Asia dando lugar posteriormente al orangután. 
Cuando se trata de incluir a más primates en la clasificación surgen controversias, pero 
entre los homínidos parece estar aceptada la dtada cronología aproximada. Aunque hay 
que tener en cuenta que estas CTonologías han sido estableadas en base a un reloj 
molecular, teoría que ofirece diversos factores criticables, lo cual no la convierte en 
absoluto en una herramienta inútil pero provoca que los resultados que ofrece se 
encuentren en permanente revisión, ya que cualquier descubrimiento paleontológico 
puede alterar las dataciones previas y obligar a reconsiderar todos los cálculos 
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evolutivos hechos en base a éstas. Tal es el caso de lo acontecido a raíz de la datación 
propuesta por Amason y col. (2000), que sitúa la divergencia de los géneros Homo-Pan 
hace 10,5-13 MA frente a los 4-6 MA extensivamente aceptados, e invita a ser prudente 
con los resultados obtenidos en este campo de investigación. 
El presente estudio ha centrado su interés en la comparación de los genomas del 
chimpancé y el gorila con el del hombre, y se ha intentado añadir un punto de vista más 
a la disputa existente en tomo a la filogenia de los homMdos. El genoma del mono 
verde (Chlorocebus aethiops) se ha empleado como especie extema. No se ha podido 
incluir el genoma del orangután en el estudio por falta de disponibilidad del material 
necesario pero consideramos que habría sido de gran interés, porque al ser esta la 
especie mas alejada del hombre de todos los homínidos podría haber ofrecido 
interesantes resultados, así como haber puesto a prueba la capacidad resolutiva de la W-
CGH con individuos de su condición y grado de parentesco. 
6.4.1.1 Resultados cualitativos 
Desde hace tiempo se subrayó la gran semejanza existente entre los cariotipos 
del hombre y de los grandes simios (Yunis et al., 1980) (Fig. 40). Los cambios más 
destacables son: i) una fusión teloméríca presente en el hombre ocurrida entre dos 
cromosomas acrocéntricos para dar lugar al cromosoma 2 (en el chimpancé se 
corresponde con los cromosomas 12 y 13; y en el gorila con los cromosomas 12 y 14) 
(Chu y Bender, 1962; Yunish y Prakash, 1982), este hecho provoca que el numero 
cromosómico del hombre sea 2n=46 y el del resto de los homínidos 2n=48. ii) Una 
translocación recíproca entre los cromosomas de gorila homólogos a los cromosomas 5 
y 17 del hombre (Stanyon y col., 1992). Sumando a estas diferencias todas las 
inversiones existentes, en el resto de los casos cada aomosoma humano es homólogo de 
los cromosomas del resto de especies de homínidos, aunque conviene tener presente que 
existen muchas más diferencias cromosómicas de menor dimensión. Murphy y col. 
(2005) describen 40 puntos de rotura que se han clasificado como específicos de 
primates. Newman y col. (2005) han descrito 651 sitios de reorganización enti« los 
genomas del chimpancé y el hombre, y también se han descrito numerosos casos de 
elementos transponibles o secuencias altamente repetidas (especialmente elementos A/u) 
que se han insertado en genes concretos o zonas localizadas del genoma (Gagneux y 
Varki, 2001). 
Recientemente se ha prestado un relativo creciente mterés a la influencia de las 
regiones centroméricas en la evolución de los primates. Principaünente debido a la 
implicación que tienen en el origen de diversos síndromes (Mewbom y col., 2005), así 
como en la evolución de cariotipos de las especies (Ii y col., 2000). Pero aún existe una 
gran carencia en cuanto a información más general sobre la dinámica de las secuencias 
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de ADN altamente repetidas dentro de los genomas de primates. De igual manera, la 
repercusión de estos cambios en la evolución de estas especies está lejos de estar bien 
estudiada así como de llegar a comprenderse. Aunque se ha manifestado que la 
composición de las regiones centroméricas es una de las principales diferencias entre el 
hombre y los grandes simios (García y col., 1999; Alexandrov y col., 2001), se ha 
considerado que este hecho es tan sólo consecuencia de que la evolución de los ADNs 
repetidos es mucho más rápida que la de los no-repetidos, generalmente sometidos a 
presión selectiva (Archidiácono y col., 1995). 
Efectivamente los estudios realizados mediante W-CGH suscriben, en líneas 
generales, esta última afirmación. Cuando se compara el genoma del hombre con el de 
cualquiera de los otros primates estudiados (chimpancé, gorila y mono verde), se 
observa que las regiones centroméricas de los linfocitos humanos muestran ima clara 
predominancia de hibridación del genoma de V2. Sin embargo en los brazos 
oromosómicos (y en las regiones de eucromatina, en interfase) los distintos primates 
estudiados son extremadamente semejantes entre sí. Además, en base a los resultados 
observados, se puede concluir que la gran mayoría de las diferencias observadas entre el 
hombre y el resto de las especies de primates en sus secuencias de ADN altamente 
repetidas, son de composición de secuencia. No se trata de distinto número de copias de 
ima misma familia sino de distintas familias de ADNsat, como demuestran los 
experimentos hechos comparando mediante W-CGH genomas de primates-no humanos 
sobre linfocitos himianos. Sm embargo existen ciertos cromosomas en los que se 
observa que sí existe una distinta abundancia relativa en ciertas secuencias de ADN 
altamente repetidas. En el caso del chimpancé se observa que al compararse con el 
hombre muestra una leve señal de hibridación en R (de CH-R) en la región 
pericentromérica del cromosoma 1 humano, la correspondiente al satélite-alfa (Figs. 
24c, 27b y 31c). Y cuando se compara con el hombre, el gorila muestra destacable señal 
de hibridación en el cromosoma 9 del hombre, en toda la región centroméríca 
(probablemente involucrando tanto a la familias de satélite-alfa como de satélite Clásico 
III) (Figs. 24d, 28b'). Al menos en estos dos casos, el chimpancé y el gorila comparten 
la misma familia de secuencias con el hombre, aunque representadas con distinto 
número de copias, siendo la diferencia en el caso del cromosoma 1 entre el hombre y el 
chimpancé de mucho mayor rango. Estos resultados se ven confirmados cuando se 
comparan mediante W-CGH los genomas de primates-no humanos hibridados sobre 
linfocitos humanos donde se observa que tanto chimpancé como gorila hibridan la 
región pericentromérica del cromosoma 1 y la región centromérica del cromosoma 9 del 
hombre (Figs. 32 y 33). Por tanto, se deduce que las secuencias de ADNsat presentes en 
estos cromosomas humanos son compartidas con las respectivas especies, y en este caso 
se trata de distinta abundancia relativa. En el resto de las regiones existen diferencias 
entre el hombre y los distintos primates estudiados en la composición de las familias de 
ADNsat. 
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Además es destacable que los experimentos realizados entre primates no-
humanos nos permiten observar una mayor abundancia relativa del genoma de 
chimpancé sobre los brazos de los cromosomas humanos, que cuando se híbrida el 
genoma de gorila (Fig. 32b-c') (aunque este resultado se analizará detalladamente más 
adelante). Así como también una mayor hibridación tanto del genoma del chimpancé, 
como del de gorila, comparados con el de mono verde (Figs. 33 y 34). Con respecto a 
esa especie, es más que únportante la absoluta ausencia de hibridación del genoma 
marcado de mono verde en todas las regiones centroméricas del hombre (Figs. 33 y 34). 
Por otro lado, hay que tener también en cuenta que estos resultados se ofrecen 
bajo la resolución de la W-CGH y probablemente otras regiones además de las descritas 
muestren identidad de composición de secuencias entre el hombre y otros primates, pero 
no son detectables con esta técnica. 
No es sorprendente que entre las familias de ADNsat que el diimpancé y gorila 
presentan en común con el hombre, se encuentren familias de satélite-alfa, puesto que 
este ha sido descrito en todas las especies de primates (Willard, 1991; Luke y Verma, 
1995). Aunque se han establecido dos patrones de esta familia concreta, el más sencillo 
descrito (variante A) lo presentaría el mono verde (Goldberg y col., 1996; Yoda y col., 
1996) y presenta diferencias suficientes como para no desplazar en la hibridación a la 
variante más compleja, la que presentan los grandes simios africanos (variante B), que 
además presenta la facultad de unir la proteúia CENP-B (Alexandrov y col., 2001). 
Asimismo, el satélite clásico m se considera común a todas las especies que han 
divergido hace menos de 24 MA, mientras que los satélites clásicos I y n del hombre 
son de origen más reciente y sus sondas hibridan sólo en condiciones de muy baja 
astríngenda en otros primates (Mitchell y col., 1981; Fowler y col., 1989). En nuestro 
estudio tan sólo el satélite clásico m del cromosoma 9 humano ha mostrado semejanza 
con el de gorila, ningún otro satélite clásico en ningún cromosoma ha mostrado una 
respuesta semejante. Al respecto cabe añadir que se considera que el orangután y el 
gorila poseen la forma ancestral de aomosoma 9, de la que derivaría la del hombre tras 
una inversión percéntrica. Tras separarse la línea del hombre y el chimpancé, éste 
último sufriría otra inversión pericéntrica adicional (Dutrillaux y col., 1986). En un 
estudio de Haaf y Schmid (1987) se afirma que la heterocromatina del hombre es en 
líneas generales más semejante a la del gorila que a la del chimpancé. Sin duda sería 
interesante, y quizá esclarecedor, ver qué ocurre con respecto a la región centromérica 
del cromosoma 9 de humanos tras un experimento de W-CGH enfrentando los genoraas 
de hombre y orangután. Así como también lo sería analizar la posible funcionalidad del 
ADNsat concreto de ese cromosoma particular y comprobar en qué región o regiones 
centroméricas se encuentra localizada la secuencia en el cariotipo de gorila, ya que no 
hay ninguna razón para asegurar que se encuentre en el cromosoma correspondiente de 
gorila (el cromosoma 10, homólogo del cromosoma 9 humano). Porque es importante 
tener en cuenta que las familias de ADNsat que comparten el hombre, el chimpancé y el 
gorila no tienen porque estar localizadas exactamente en los mismos cromosomas en los 
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genomas de estos primates. De hecho Samonte y col. (1997) hibridaron 21 sonda de 
satélites-alfa e^dfícos de aomosomas humanos sobre metafases de chimpancé, gorila 
y orangután y observaron como la mayoría de las sondas no hibridaban sobre el 
cromosoma equivalente al humano, aunque si aparecieron algunas señales de 
hibridación en cromosomas no-equivalentes, concluyendo que habían ocurrido rápidos 
cambios en la evolución de la secuencia del satélite-alfa, a pesar de que éste ha sido 
relacionado con frecuencia con funciones clave en los procesos de división celular, 
tanto en mitosis como en meiosis (Willard, 1998). 
6.4.1.2 Resultados cuantitativos: la identidad citogenética (IC) y las distancias génicas 
Aunque las relaciones filogenéticas entre las distintas especies de primates han 
quedado establecidas con una aceptación mayoritaria por parte de la comunidad 
dentffica, el grado de parentesco entre éstas se encuentra permanentemente en revisión 
desde 1975, siendo además muy abundantes los estudios enfocados a ofrecer un valor 
que recoja la semejanza que muestra el hombre con sus especies más cercanas. En una 
de las primeras aproximaciones a este problema, que fue de gran relevancia en la época, 
se comprobó la alta similitud existente entre el hombre y los grandes simios mediante 
un estudio realizado mediante el análisis de la secuencia de la región Psi eta de una 
globina en homínidos (Miyamoto y col., 1987). Según esta comparación, el hombre 
difiere del chimpancé en un 1,61% y del gorila en un 1,84%, mientras que la diferencia 
entre dos hombres cualesquiera se establecería en un 0,67%. Posteriormente, en un 
estudio bastante más amplio, se analizaron y compararon secuencias de más de 10.000 
regiones que ocupaban un total de 3 Mb y que ofrecieron unos valores de divergencia 
del 1,24% entre el hombre y el diimpancé (Ebersberger en 2002). Y más recientemente 
se ha publicado el borrador del genoma del chimpancé jimto con una comparativa de 
éste con el genoma humano, y se ha conoborado el valor de 1,23% de diferencias entre 
sus secuencias nucleotídicas (The Chimpanzee Sequendng and Analysis Consortíum, 
2005). Sin embargo, en la aproximación a la cuantificación de las diferencias existentes 
entre distintos primates mediante W-CGH presentada en esta memoria, los resultados 
obtenidos son radicahnente distintos. Principalmente debido a la forma de obtenerlos. 
Por un lado se trata de una aproximación citogenética y no molecular como la mayoría 
de los estudios en este ámbito. Esto puede suponer una desventaja en precisión, pero 
posee una notabilísima ventaja. Ésta es que mediante nuestro método se analiza la 
totalidad del genoma, no una o varias secuencias elegidas. Por tanto también las 
secuencias de ADN altamente repetidas, que siempre están excluidas en este tipo de 
análisis y que pueden ocupar ima proporción nada desdeñable del contenido total de 
ADN de im genoma. En especial en los análisis de comparación de secuencias, y 
principalmente porque han supuesto un problema en la secuenciación del genoma 
humano (BaUey y col., 2001, 2002), pero también debido a que, como ya se ha visto. 
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son altamente divergentes, caracterfetíca que precisamente las hace interesantes bajo 
nuestro punto de vista, ya que para estimar divergencias relativamente cortas, como 
éstas, las secuencias no codificantes y por tanto con mayor tasa de acumulación de 
mutaciones pueden ser más eficaces que las secuencias codificantes, que están 
sometidas a una mayor presión selectiva (Glazko y Nei, 2003). Efectivamente, si se 
toman como referencia las secuencias de ADN altamente repetidas las diferencias que 
encontraríamos serían mucho mayores que las existentes entre otro tipo de secuencias. 
Al comparar mediante W-CGH el genoma de un individuo (V2) con sí mismo, a 
modo de control de los experimentos, los resultados obtenidos muestran una hibridación 
casi idéntica de los genomas marcados en G y R (IC=99%), como se esperaba para 
poder otorgar credibilidad a todo el estudio. Sin embargo comparando los genomas de 
dos individuos de la misma especie (pero de distinto sexo: M2 y V2), el grado de 
semejanza entre individuos de la misma especie (humana), no resulta extremadamente 
alto en comparación con lo publicado previamente: se obtiene un IC de 
aproximadamente un 86%. Es dedr unas diferencias entre los genomas de M2 y V2 de 
un 14%, valor que contrasta con el 0,67% obtenido por Míyamoto y col. (1987) 
comparando secuencias. Precisamente en ese mismo estudio se resalta que la diferencia 
entre dos hombres es tan solo 2,5 veces menor que la diferencia entre un hombre y un 
diimpancé, y en nuestro caso ese contraste es aún menor, 1,78, como se describe más 
adelante. Es dedr la mclusión de las secuencias de ADN altamente repetidas reduce 
propordonalmente las diferendas de los contrastes hombre-hombre y hombre-
chimpancé, lo que nos permite una vez más valorar lo altamente divergentes que son las 
secuendas de ADN altamente repetidas, incluso entre individuos de la misma espede. 
Ya que, teniendo en cuenta que los brazos cromosómicos presentan una hibridadón 
homogénea de los genomas de V2 y M2 y que la mayoría de las regiones centroméricas 
también, podemos pensar que la responsabilidad de ese 14% de divergenda reside 
prindpalmente en las regiones centroméricas de los cromosomas 9 y 16 que son los que 
resultan notablemente diferentes entre estos dos individuos conaetos (M2 y V2). 
También es notable el resultado obtenido entre M2 y V2 al practicar el experimento de 
forma extraordinaria sobre células de M2. El valor de IC obtenido fue de un 87%, frente 
a un 86% resultante sobre células de V2. Este 1% de diferenda entre estos valores 
puede damos idea de la escasa influenda que tienen las células de empleadas como 
"referenda" sobre el resultado final. Como se ha dicho anteriormente su fundón es tan 
sólo fundonar como "pantalla". Así como también este valor nos informa sobre el grado 
de los márgenes de error del experimento. 
En el extremo de las diferendas más grandes obtenidas entre genomas de 
primates tras los experimentos con W-CGH, se presentan las observadas entre los 
genomas del mono verde y d hombre, con un 29% de divergencia (IC=71%). Resulta 
un dato interesante ya que en este caso no existía ninguna región centromérica del 
caríotipo humano hibridada por el genoma del mono verde. Además de que la totalidad 
del genoma de referencia (del hombre, V2) presentaba una fluorescenda ligeramente 
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desplaza hada el G (de V2-G) (Fig. 29b-c'), lo cual nos permite concluir a modo de 
aproximación que el porcentaje de divergencia del que son responsables las regiones 
centroméricas será siempre inferior al 30% al comparar primates. 
También son llamativas las diferencias observadas cuando se compara el 
genoma humano con el del chimpancé (25%; IC=75%) y con el del gorila (22%; 
IC=78%). Estas divergencias son mayores que todas las publicadas hasta la fecha, que 
se sitúan por debajo del 2%. Siendo además sorprendente que en, nuestro estudio, el 
gorila se presenta como más semejante al hombre que el chimpancé, cuando desde hace 
tiempo se postula lo contrario sin sqienas controversia. Aunque nuestros resultados 
contradicen dicha afirmación, no pueden considerarse especialmente reveladores ni 
definitivos. En primer lugar porque si se atiende a las desviaciones típicas de ambas 
comparaciones (0,029 y 0,038, respectivamente) se observa que puede darse un cierto 
grado de solapamiento entre ambos ICs. En segundo lugar es necesario tener presente 
que estos resultados se han obtenido a partir de experimentos realizados con un solo 
individuo de cada especie (excepto el hombre) y se desconoce la fluctuación que podría 
presentarse empleando otros distintos o distinto número de individuos. Por tanto se 
plantea la necesidad de repetir y ampliar estos experimentos en busca de un resultado 
definitivo. Porque, así como desde el punto de vista molecular, es decir empleando 
resultados basados en valores (principalmente obtenidos a partir de la comparación de 
secuencias) e interpretándolos con técnicas de cladísitica, el chimpancé se confirma 
como más cercano al hombre, existen estudios que todavía ponen en tela de juicio dicha 
ordenación. Los estudios empleando ADN mitocondrial fueron los primeros que 
sustentaron la idea de que el hombre está más estrechamente relacionado con el gorila 
que con el chimpancé (Brown y col., 1982). Sm embargo el empleo del ADN 
mitocondrial se encuentra desplazado ya que tuvieron su apogeo antes de poder 
disponer de la abundante información sobre el ADN nuclear de que disponemos hoy en 
día. Además su empleo es conflictivo ya que aparentemente su tasa de mutación es 
altamente variable en los distintos grupos de mamíferos (Gissi y col., 2000). Por el 
contrario, el clásico trabajo de Caccone y Powell (1989) realizado mediante hibridación 
ADN-ADN dio un fuerte espaldarazo a la consideración del chimpancé como la especie 
más cercana al hombre (Sibley y col., 1990; Ruvolo, 1997) y desde entonces parece 
consolidada esa propuesta, al menos en base a los estudios posteriores de comparación 
de secuencias. Lo único que nos permite concluir de forma fehaciente el presente 
estudio, es que los genomas de chimpancé y gorila son aproximadamente igual de 
semejantes al del hombre. Y es que la situación es compleja como pone de manifiesto el 
hecho de que se hayan descrito abxmdantes regiones genómicas en el hombre que son 
más semejantes al gorila que al chimpancé (al igual que ocurre entre otros simios) 
(Chen y col., 2001). En parte debido a que a pesar del creciente número de datos 
procedente de aproximaciones moleculares, se han descuidado relativamente otros 
estudios sobre procesos que pueden haber tenido una gran influencia en la evolución de 
los primates. Este es el caso de las reordenaciones cromosómicas, que sin duda han 
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podido tener relevancia en la evolución de los primates, ya que pueden conducir al 
aislamiento reproductivo e imponer la existencia de una nueva especie. En ese ámbito se 
sabe que tanto el chimpancé como el gorila presentan 2n=48, mientras que el hombre 
2n=46. Todos los homínidos comparten 6 cromosomas idénticos (en ningún caso se 
consideran las regiones centroméricas), pero de nuevo se presenta un hecho llamativo 
de explicación compleja: el hombre y el chimpancé comparten además tres cromosomas 
idénticos entre sí, el gorila y el chimpancé otros dos, y el hombre y el gorila ninguno. 
Teniendo en cuenta esta situación, y considerando altamente improbable la 
convergencia evolutiva, se postula que el antepasado del chimpancé pudo convivü* y 
cruzarse con los antepasados del hombre y el gorila, que a su vez estaban aislados entre 
sí (Chaline y col., 1991). Esta particular teoría destapa las carencias del cálculo de 
distancias génicas basado en diferencias entre secuencias, ya que puede promover el 
establecimiento de relaciones filogenéticas erróneas o al menos incompletas, e invita a 
romper una lanza en favor de la consideración de las características dtogenéticas. En 
especial de las reordenaciones cromosómicas, pero también de otras como las 
secuencias de ADN altamente repetidas, cuya importancia en la evolución de los 
genomas todavía está lejos de ser estimada. 
Una faceta destacable de nuestra aproximación a la comparación de genomas de 
primates mediante W-CGH, es que la técnica permite establecer estimadones 
cuantitativas de divergendas entre genomas, sin dejar de lado las consideradones 
cualitativas que pueden observarse simultáneamente. Si bien es novedoso y ventajoso 
que los resultados observados tienen en consideradón las diferendas entre espedes en 
sus regiones heterocromáticas, ya que son las que la técnica revela más eficazmente, 
cabe añadir que los resultados casi exclusivamente se nutren de éstas. Puesto que, como 
se ha dicho, al nivel de resoludón de la W-CGH los brazos cromosómicos no muestran 
(apenas, y salvo excepdones o situadones puntuales) diferendas entre individuos de la 
misma espede o espedes cercanas (así como no informa en modo alguno de 
translocadones recíprocas o inversiones). Por tanto, aunque el cálculo del IC se presenta 
como un acercamiento al cálculo de distandas en el que se refleja la aportadón de los 
genomas completos comparados, no lo hace con absoluta precisión, ya que las regiones 
eucromáticas no aportan apenas informadón. Luego aunque se trata de una metodología 
innovadora que es capaz de ofirecer un valor numérico que refleja de forma fidedigna las 
diferendas entre espedes cercanas evolutivamente, es conveniente recordar que su 
capaddad informativa se centra en los ADNs repetidos. 
Dentro de las secuendas de ADN altamente repetidas, conviene hacer una 
precisión en cuanto al tipo de diferencias que la IC tiene en cuenta en sus cálculos. 
Como se ha dicho, los resultados son calculados a partir de las cantidades de 
fiuorescenda R y G obtenidas (Fig. 37). En anteriores ocasiones hemos podido observar 
que cuando entre dos genomas existen diferendas de abundancia relativa, el genoma 
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invitado puede híbrídar más abundantemente en esa región concreta que el genoma 
referencia si es que presenta mayor número de copias que éste. Es decir, si 
calculásemos el valor de IC en esa región concreta, paradójicamente podría obtenerse 
un valor mayor que 1, Por el contrario cuando las diferencias son de composición de 
secuencia, el genoma invitado nimca podrá desplazar al genoma referencia, que en esa 
determinada región hibridará exclusivamente. Con estas observaciones se pretende 
aclarar que en el caso de que existan distintas abundancias relativas entre las especies 
comparadas, los ICs obtenidos no corresponderán a un reflejo fiel de la proporción de 
zonas donde los genomas de las especies comparadas son idénticos o diferentes. Ya que 
la distinta representación de cada una de las secuencias de ADN altamente repetidas 
estará afectando el valor de IC. En el caso de que las especies comparadas no muestren 
distintas abundancias relativas, entonces el IC sí que será un reflejo directo de la 
abundancia de regiones de homología. En los casos estudiados existían ciertas regiones 
(aunque escasas) entre el hombre y el chimpancé (en la región pericentromérica del 
cromosoma 1) y entre el hombre y el gorila (en la región centromérica del cromosoma 
9), que presentaban distintas abundancias relativas, mientras que en la comparación del 
hombre con el mono verde, el IC obtenido se corresponde directamente con la 
proporción de sus regiones de homología puesto que todos los polimorfismos eran de 
composición de secuencias. 
Sin duda el interés de ofi:ecer un valor que refieje las semejanzas y diferencias 
entre el hombre y el resto de los primates no es más que relativo. En primer lugar el 
resultado variará dependiendo de los individuos que se empleen, y también variará en 
mayor o menor grado si se estudia un genoma completo, im gen o im grupo de ellos. 
Además, en ningún caso los resultados serán susceptibles de aportar información alguna 
sobre los procesos que llevaron a la divergencia de los antepasados de las especies. Se 
sabe que las diferencias fenotípicas entre el hombre y el chimpancé son 
considerablemente mayores que las existentes entre las especies Mus musculus (ratón 
casero) y Mus spretus (ratón moruno), aunque las diferencias entre las secuencias son 
semejantes (The Chimpanzee Sequendng and Analysis Consortium, 2005). Este hecho 
da idea de cómo comparar secuencias no es completamente informativo ya que es 
mucho más determmante en qué región del genoma, genes o factores de transcripción 
ocurren los cambios que el número de estos. También en este punto es importante 
recordar que la selección natural actúa principalmente sobre proteínas, y en ese aspecto 
se han publicado estudios con diferencias de hasta un 80% de diferencias entre las 
proteínas estudiadas entre el hombre y el chimpancé (384 proteínas comparadas) 
(Glazko y col., 2005), valores que poco o nada tienen que ver con los obtenidos 
comparando secuencias de ADN. Pero sin embargo existe un gran interés y una 
destacable cantidad de atención centrada en este último tipo de estudios. Interés 
probablemente sustentado en la voluptuosidad que encuentra el hombre en el hecho de 
emplazarse entre los primates, por lo que cualquier cuantificación o calibración del 
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grado de semejanza se acoge con notable interés, e incluso con frecuencia encuentra eco 
más allá del ámbito meramente científico. Sin duda esto puede haber sido también un 
acicate a la hora de impulsar la proliferación de estudios poco representativos o 
generales, como los basados tan sólo en un solo gen, pero cabe decir en su descarga que 
han probado que sus resultados no difieren mucho de los realizados empleando un 
número más alto (aunque sí de los presentados en la presente memoria). También es 
cierto que toda esta abundancia y acumulación de estudios independientes e 
interdisciplinarios será la que nos permita aproximamos a la verificación de la auténtica 
filogenia. 
Más allá de la comparación de secuencias, hoy en día existen además otras 
formas más sofisticadas de afrontar el estudio de las semejanzas del hombre con otros 
primates con acercamientos más concretos que la mera cuantificadón de diferencias. 
Destacan los estudios de expresión génica tejido-específica en cerebro de hombre y 
otros primates, que persiguen determinar y localizar genes que permitan sentar las bases 
genéticas de la evolución de los homínidos (Enard y col., 2002; Cáceres y col., 2003). Y 
es que, a pesar de que la evolución del género Homo está asociada con la aparición y 
desaparición de abundantes rasgos característicos, la primera diferencia genética con 
consecuencias funcionales entre el hombre y el resto de los primates ha sido 
recientemente descrita. Se trata de la inactivación de im gen que codifica la prote&ia 
MYH16 (miosina de cadena pesada 16) y que impide la acumulación de esta proteína en 
los sarcómeros conduciendo a la reducción de la presencia de músculo esquelético. Este 
gen concreto se expresa en los músculos de la mandíbula de todos los primates excepto 
el hombre. Y por tanto esta mutación es candidata a haber sido determinante en la 
evolución del cráneo en el género Homo (Currie, 2004). Este descubrimiento sin dejar 
de ser de un gran interés, nos permite emplazar el temprano momento científico en que 
realmente aún nos encontramos. También es digno de destacar que, a pesar del citado 
interés del hombre por su posición entre los grandes primates, estas especies se 
encuentran en una posición poco ventajosa, tanto desde el punto de vista científico 
como desde su propia supervivencia. Se ha propuesto desde la comimidad científica la 
creación de un proyecto para el estudio de la evolución del genoma humano (Human 
Genome Evolution Project), para poder comparar los genomas de los primates y 
alcanzar una mejor comprensión de los procesos evolutivos que llevaron a la aparición 
de las distintas especies (McConkey y Goodman, 1987; McConkey y col., 2000). Cabe 
además subrayar que, muchas especies de prúnates, y en concreto todos los grandes 
simios, son especies gravemente amenazadas y en riesgo de extinción. Por tanto un 
problema adicional a la hora de estudiar los grandes simios africanos son las 
dificultades que plantea la obtención de muestras. Valga como ejemplo no sólo el 
trabajo aquí presentado, sino también la secuenciación del cromosoma 22 del 
Chimpancé y el estudio comparativo con su equivalente en el hombre (el cromosoma 
21), llevado a cabo en su mayoría con tan sólo un ejemplar de chimpancé, y teniendo 
que refugiarse en presunciones con respecto a los polimorfismos existentes entre los 
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individuos de esta especie (The International Chimpanzee Chromosome 22 Consortium, 
2004). 
La aproximación a la reconstrucción de la evolución de los primates requiere 
todavía un gran esfuerzo y además exige la contribución de estudios de diversas 
disciplinas científicas como son la paleontología y la genética, y dentro de ésta todas sus 
vertientes. A pesar de todo, la unión de todos los esñierzos nunca será capaz de paliar el 
mayor de todos los inconvenientes al que se enfrenta la reconstrucción de los eventos 
evolutivos, y es que las conclusiones, si bien informativas, no son verifícables 
experimentalmente porque el proceso es irrepetible, una obviedad que siempre conviene 
tener presente. 
6^ Aplicación de la W-CGH para la locaUzación y airacterízación de Lugares 
Lábiles Alcalinos (LLA) 
La comparación de los resultados obtenidos en los experimentos de W-CGH 
sobre linfodtos desnaturalizados con formamida (W-CGH estándar), frente a los 
observados empleando las mismas SHs sobre células incluidas en microgeles y 
sometidas a desnaturalización alcalina (DBD-W-CGH), nos permite caracterizar y 
descubrir diferencias en la presencia, abundancia y distribución de Lugares Lábiles 
Alcalinos (LLAs). No se trata sólo de la localizadón de contrastes entre especies, sino 
también entre tipos celulares dentro de un mismo individuo y entre distintas familias de 
secuendas de ADN altamente repetidas. 
Los LLAs son regiones particulares del ADN que presentan daños en las 
desoxiribosas que se ponen de manifiesto mediante la desnaturalizadón alcalina, ya que 
ésta genera ADN de cadena sencilla (ADNss), susceptible de ser hibridado, al romper 
los enlaces azúcar-fosfato defectuosos. Cabe destacar que esta misma desnaturalización 
también genera ADNss en aquellos lugares en que existen roturas naturales del ADN, 
aunque la presenda de éstas es relativamente pequeña comparada con la abundanda de 
LLAs. 
Cuando se comparan los genomas de cerdos de las razas Ibérica (I) y 
Landrace/Large White (L) mediante la SH: I-R/I^G, los resultados obtenidos son 
distintos en los distintos tipos celulares hibridados. Sobre linfodtos fijados en camoy y 
desnaturalizados con formamida, los brazos cromosómicos y las regiones de 
heterocromatina de los cromosomas acrocéntricos muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) (Figs. 6,7 y 39a). Mientras que las regiones de heterocromatina del 
subgenoma metacéntrico, así como el cromosoma X, muestran fluorescenda 
predominante en R (de I-R) (Figs. 6b', 7 y 39a-b), y d brazo q áú cromosoma Y una 
sucesión de fluorescencias G (distal) y R (proximal) (Figs. 6b', 7 y 39a). Sobre 
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linfodtos incluidos en microgeles y desnaturalizados en condiciones alcalinas, aparecen 
fuertes señales de fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G), y no parecen mostrar 
señal de hibridación en las regiones eucromáticas (Fig. 39c). Es decir toda la señal 
observada procede de las secuencias de las regiones centroméricas de los cromosomas 
del subgenoma acrocéntrico o de la eucromatina. Por tanto estas secuencias son las que 
presentan mayor abundancia de UAs. Sobre espermatozoides apenas se observa señal 
de hibridación, tan sólo pequeñas señales amarillo-anaranjadas (R + G) (Fig. 39d), 
procedentes también de las mismas secuencias. En ninguno de los dos casos se observa 
fluorescencia predominantemente R, que es la que caracteriza a los ADNs repetidos del 
subgenoma metacéntrico, así como tampoco una señal con fluorescencias R y G 
contiguas que indicarían presencia de LLAs en el cromosoma Y. 
Cuando se compara el genoma de un macho de oveja de la raza Assaf (AS) con 
el de im macho de raza Castellana (CA) mediante la SH: AS-R/CA-G sobre linfodtos 
desnaturalizados con formamída, los brazos cromosómicos muestran una fluorescencia 
amarillo-anaranjada procedente de la hibridación equimolar de ambos ADNs genómicos 
(R + G) (Fig. 39e). Mientras que la heterocromatina centromérica de los cromosomas 
metacéntricos muestra fluorescencia R, y las mismas regiones en cromosomas 
acrocéntricos muestran distintas fluorescencias entre las regiones proximal 
(predominante R; de AS-R) y distal (G de CA-G) del bloque de heterocromatina 
centromérica (Fig. 39e-f). Cuando la misma SH se aplica sobre linfodtos que han 
suMdo un proceso de desnaturalizadón en álcali, estos muestran señales de 
fluorescenda R y G contiguas (Fig. 39g) procedentes de las regiones centroméricas del 
subgenoma acrocéntrico. No se observa ninguna señal amarillo-anaranjada procedente 
de las mismas regiones del subgenoma metacéntrico ni de la eucromatina. En cualquier 
caso el número de señales es muy bajo, y por tanto la cantidad de LLAs en estas células 
es muy escasa. Sobre los espermatozoides se observan las mismas señales en G y R pero 
con una notable mayor abundanda y un mayor solpamiento (Fig. 39h). Por tanto en la 
oveja los LLAs parecen localizarse predominantemente en las regiones centroméricas 
de los cromosomas acrocéntricos. 
En primer lugar estos resultados sugieren que los LLAs son una característica 
estructural que no muestra un patrón general de comportamiento entre organismos. En 
este caso particular se observa que en cerdo y oveja su representadón es completamente 
distinta. Las LLAs en el cerdo, además de mucho más abundantes que en la oveja, 
parecen restringidas a una determmada familia de secuendas de ADN altamente 
repetidas, las presentes en el subgenoma acrocéntrico (Fig. 39a-d), de las que la familia 
Ac2 es la mejor descrita (Jantsch y col., 1990). Mientras que en la oveja las diferendas 
se extreman aún más en los espermatozoides, la oveja muestra una gran abundanda de 
LLAs, mientras que el cerdo apenas ofi-ece señal alguna (Fig. 39d,h). Aunque los 
espermatozoides del hombre y el ratón se han descrito como altamente sensibles a la 
desnaturalizadón alcalina debido a la abundancia de Lugares Lábiles Alcalinos (LLAs) 
presentes (Rivero y col., 2001), éste no parece ser el caso en los espermatozoides de 
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cerdo ni, por tanto, una situación generalizada. Este hecho puede invitar a pensar en la 
ausencia de un modelo universal de organización de la cromatina en las células 
espermáticas. Es decir, la abundancia de estos LLAs resulta ser distinta tanto entre 
organismos como entre distintos tipos celulares dentro de im mismo organismo, lo cual 
no es sorprendente si uno de estos tipos celulares es el espermatozoide, como en este 
caso, ya que su particular forma de empaquetar la cromatina para obtener una 
condensación aproximadamente mayor que la de los cromosomas metafásicos (Ward y 
col., 1991), requiere incluso el reemplazamiento de las histonas por protaminas, en las 
que se establecen nuevos enlaces intramoleculares (Bedford y Calvin, 1974). 
Notablemente, la W-CGH nos permite identificar cuáles son las secuencias que 
presentan LLAs, ya que es la comparación de los resultados obtenidos con los 
protocolos de DBD-W-CGH y W-CGH la que nos permite caracterizar las secuencias 
que muestran LLAs. Un simple protocolo de DBD-FISH con una sonda de ADN 
genómico simple, tan solo nos permite observar la abundancia relativa de LLAs, pero 
no alcanzaría a informar sobre el tipo de secuencia que los presenta (Fig. 38); es decir 
no aportaría resultados cualitativos. Además puede comprobarse como los LLAs tan 
sólo afectan a determinadas secuencias, es decir distintas familias muestran distintas 
sensibilidades, hecho que, teniendo en cuenta la naturaleza de la heterocromatina como 
material no codificante, no parece un acontecimiento inesperado, aunque sí destacable. 
Esta distinta frecuencia de LLAs en las distintas familias de ADNs repetidos ha sido ya 
descrita anteriormente en el genoma humano, en el que el satélite clásico de Spb 
muestra numerosos LLAs frente al satélite-alfa, que muestra un número muy bajo de 
estos (Fernández y col., 2001b) probablemente debido, una vez más, a su funcionalidad. 
De modo que se ofrece una nueva utilidad de la W-CGH para aportar 
información novedosa sobre una característica estructural. En este caso no se emplea 
para establecer diferencias en el número de copias de secuencias de ADN altamente 
repetidos entre dos individuos, sino para determinar y caracterizar los ADNs repetidos 
que presentan LLAs en el genoma. Además estos resultados nos invitan a reflexionar 
sobre la posible influencia de los LLAs en la evolución de de las secuencias de ADN 
altamente repetido donde como hemos observado se localizan en el caso estudiado. Es 
probable que surjan abundantes LLAs en el complejo proceso de empaquetamiento del 
ADN en el espermatozoide, y se subsanen en el proceso de reparación que tiene lugar en 
los pronúcleos antes de la fusión que da lugar al zigoto. Debido a sus característiGas, 
una reparación deficiente de las secuencias de ADN altamente repetidas no supondría 
una desventaja selectiva para el individuo, en principio, y sí acelerará el proceso de 
evolución de éstas. 
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7 CONCLUSIONES 
De carácter general: 
i) La Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-CGH) es una herramienta 
eficaz para la comparación de genomas de organismos distintos. La técnica permite 
estudiar y comparar genomas de individuos tanto de la misma especie como de especies 
o géneros diferentes. 
ii) La W-CGH permite descubrir diferencias entre dos genomas en las secuencias de 
ADN altamente repetidas que forman sus bloques de heterocromatina y ofi^ ece 
información tanto sobre la abundancia relativa como sobre la composición de secuencia 
de este tipo de familias de ADN. 
De carácter concreto: 
iii) La W-CGH se presenta como una técnica eficaz para detectar polimorfismos entre 
distintos genomas humanos. Esta posibilidad abre un campo nuevo para la 
caracterización y diferenciación de individuos que vayan a actuar como donante y 
receptor en un trasplante de médula ósea (TMO). La combinación de W-CGH, 
Hibridación in situ Fluorescente y Análisis Digital de Imágenes, permite cuantificar de 
manera eficiente el grado de quimerismo post-TMO. 
iv) La evolución de las especies promueve que determinadas familias de ADNs 
repetidos se mantengan de forma muy estable en genomas distintos mientras que otras 
son sustituidas en un tiempo evolutivo menor. 
v) La W-CGH muestra patrones de diferenciación estables entre las secuencias de 
ADNs repetidos de los genomas de distintas razas de porcino. Los cerdos domésticos de 
las razas Duroc, Ibérico y Landrace/Large White presentan dinámicas distintas de 
duplicación diferencial en los ADNs repetidos presentes en las regiones centroméricas 
de los cromosomas del subgenoma metacéntrico, mientras que las secuencias 
equivalentes en el subgenoma acrocéntrico no muestran este tipo de diferencias. El 
bloque de heterocromatina del cromosoma Y presenta dos familias de secuencias de 
ADN altamente repetidas con una representación distinta en cada raza. 
vi) La comparación de los genomas de los roedores de las especies Mcro/w5 cahrerae y 
Microtus nivalis revela diferencias entre estas especies en las familias de ADNs 
repetidos que forman los bloques de heterocromatina centromérica de todos los 
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cromosomas. Asimismo, las secuencias MSAT-160 de una y otra especie tampoco 
muestran hibridación cruzada entre ambas. Sin embargo, esta secuencia forma parte de 
los bloques de heterocromatina de todos los autosomas de Microtus cabrerae y 
Microtus nivalis, siendo su representación relativa mayor en la heterocromatina de 
Microtus nivalis que en la áQ Microtus cabrerae. 
vii) Los saltamontes de las especies Arcyptera tornosi y Arcyptera fusca muestran dos 
familias de ADNs repetidos formando los bloques de heterocromatina distal de los 
centrómeros de todos sus cromosomas. Estas familias se encuentran presentes en ambas 
especies pero muestran distinta abundancias relativa en cada genoma. La familia 
denominada CAT-1 está más representada Qn Arcyptera tornos, i mientras que DAF-1 es 
más abundante en Arcyptera fusca. Asimismo, estas familias muestran distintos 
patrones de condensación entre ellas. 
viii) La W-CGH muestra que las familias de secuencias de ADN altamente repetidas 
son las que introducen mayores diferencias cualitativas y cuantitativas entre los 
genomas de los primates. De esta forma, las secuencias de ADN altamente repetidas de 
chimpancé, gorila y mono verde resultan muy divergentes cuando se comparan con las 
equivalentes en humano. Tan sólo existen ciertas excepciones, como el satélite-alfa del 
cromosoma I y las secuencias de la región centromérica del cromosoma 9 humano, que 
han mantenido cierto grado homología cuando se compara el genoma del hombre con 
el del chimpancé o el del gorila. 
ix) La presencia de Lugares Lábiles Alcalinos (LLAs) no se debería considerar como 
una condición estructural ligada al genoma de las especies, sino al tipo celular de cada 
especie. La W-CGH nos permite revelar que, en el caso del cerdo doméstico los LLAs 
aparecen localizados en los ADNs repetidos del subgenoma acrocéntrico o en la 
eucromatina, y presentan mayor abundancia en los linfocitos que en los 
espermatozoides. En el caso de la oveja los LLAs también se localizan 
predominantemente en los ADNs repetidos del subgenoma acrocéntrico, sin embargo, 
en este caso estos muestran una mayor abundancia en los espermatozoides que en los 
linfocitos. 
x) Por todo ello, la W-CGH es una técnica susceptible de ofrecer resultados de muy 
diversa índole, y aplicables en campos tan diversos como la biomedicina, en aquellos 
relacionados con características estructurales de los genomas, o bien con la evolución y 
transformación de los contenidos genéticos que determinan la diferenciación entre las 
especies. 
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8 TABLAS 
Tabla 1 
9CC 
9CC-M 
9CC-V 
RANGO G/B 
0,0018-0,0097 
0,0004-0,0019 
MEDIA G/B 
0,00486 ±0,00284 
0,00126 ±0,00055 
Valores dd Código Celular de la r^ón centromérica de los cromosomas 9-9' (9CQ de un 
varón (V) y una mvyer (M). 
Se obtuvieron los valores de 9CC-M y 9CC-V a partir del cálculo de la relación G/B en 
imágenes de 50 células en inteifase de cada uno de los individuos estudiados (M y V). Se 
muestra el rango de valores absolutos (RANGO G/B), así como la media y la desviación típica 
(MEDIA G/B). 
Tabla 2 
Quimerismo 
Ml-Vl-expa 
M2-Vl-expa 
M3-Vl-expa 
Ml-Vl-expb 
M2-Vl-expb 
M3-Vl-expb 
Ml-Vl-expc 
M2-Vl-expc 
M3-Vl-expc 
O-M 
25 
32 
36 
20 
35 
34 
22 
29 
30 
O-V 
25 
16 
11 
27 
15 
16 
26 
19 
16 
Desc, 
0 
2 
3 
3 
0 
0 
2 
2 
4 
E-M 
25 
32 
35,25 
23,5 
3333 
37,5 
24 
32 
34,5 
E-V 
25 
16 
11,75 
23,5 
16,66 
12,5 
24 
16 
11,5 
CHI-2 
0,020 
0,023 
0,007 
0,766 
0,122 
0,002 
0,188 
0486 
1,855 
Resultados de tres experimentos de quimerismo artifidaL 
En cada experimento (a, b y c) se recrearon tres grados de quimerismo artificial distintos: Ml-
VI (mujer l:varón 1), M2-V1 (mujer 2:varón 1) y M3-V1 (mujer 3:varón 1). 
Se muestra el número de células observadas dentro de los intervalos 9CC-M (O-M) y 9CC-V 
(O-V). Los valores observados se comparan con el número de células esperadas para cada 
intervalo (E-M y E-V; células de mujer y varón, respectivamente). En ningún caso muestran 
diferencias significativas (Chi-2 < 3,6; a= 0,05). 
(Desc- número de células imposibles de asignar a un origen: O-M u O-V; exp-experimento). 
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Tabla 3 
SH 
I-R/DU-G 
I-G/DU-R 
I-R/L-G 
I-G/L-R 
L-R/DU-G 
L-G/DU-R 
SUBGACRO 
R + G 
(R/G=0,918 ± 0,020) 
R + G 
(R/G=0,921 ± 0,067) 
R + G 
ÍR/G=1,076 ± 0,049) 
R + G 
ÍR/G=0,911 ± 0,074) 
R + G 
ÍR/G=1,054 ± 0,010) 
R + G 
ÍR/G=0,837 ± 0,095) 
SUBGMETA 
R(del-R) 
(R/G=l,556± 0,014) 
G(del-G) 
ÍR/G=0,621 ± 0,034) 
R(del-R) 
(R/G=l,424± 0,002) 
G(del-G) 
ÍR/G=0,751 ± 0,044) 
R(deL-R) 
(R/G=l,395 ± 0,107) 
G(deL<}) 
ÍR/G=0,781 ± 0,042) 
Y-PROX 
R 
Ídel-R) 
G 
(del-G) 
R 
Ídel-R) 
G 
íde I-G) 
R 
(de L-R) 
G 
ídeL-G) 
Y-DIST 
R 
(del-R) 
G 
(de I-G) 
G 
(de L-R) 
R 
(deL-G) 
R 
(de L-R) 
G 
(deL-G) 
Resultados de la comparación de tres razas de cerdo doméstico (Sus domestícus) mediante 
Hibfidacidn Genómica ComparatiTa-Completa (W-CGH). 
Se muestran los resultados de la comparadón de los genomas de individuos de razas Duroc 
(DU), Ibérica (I) y Landrace/Lar^ White (L) mediante distintas Sondas lár idas (SH) y 
revelados en rojo (R) o verde (G). 
También se muestra la fluorescencia predominante R y/o G observada en las preparaciones. 
Concretamente en las regiones centroméricas de los sub^nomas acrocéntricos (SUB AGRO), 
metacéntrico (SUB META) y en las regiones proximal (Y-PROX^ y distal (Y-DIST) del brazo 
q del cromosoma Y. Así como la téíaáóa R/G obtenida en la medición de las regiones 
centroméricas de los sub^nomas acrocéntricos y metacéntrico (media ± desviación típica). 
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Tabla 4 
SH 
CAB-R/NIV-G 
CAB-G/NIV-R 
CAB-R/NIV-G + MSAT-CAB-G 
CAB-R/NIV-G + MSAT-CAB-R 
CAB-R/NIV-G + MSAT-NIV-R 
CAB-R/NIV-G + MSAT-NTV-G 
CENT CAE 
R(deCAB-R) 
ÍR/G=6,813 ± 0.444) 
G(deCAB-G) 
R » G 
(R/G=3,487 ± 0301) 
R(deCAB-R) 
R(deCAB-R) 
R(deCAB-R) 
CENTNIV 
G(deNIV-G) 
ÍG/R=4,071 ± 0384) 
R(deNIV-R) 
G(deNIV-G) 
G(deNIV-G) 
R>G 
ÍG/R=1,332 ± 0,050) 
G(deNIV-G) 
Tabla resumen de los resoltados obtenidos en los estudios de W-CGH con d género 
Microtus. 
Se compararon los ^nomas de dos espades: Microtus cabrerae (CAB) y Microtus nivalis 
(NIV) y se estudió la localizadón de la secuenda MSAT-160 procedente de los ^nomas de 
CAB (MSAT-CAB) y NIV (MSAT-NTV). Los genomas y las secuendas se marcaron de modo 
que pudiesen ser reveladas en rojo (R) y en verde (G), alternativamente. 
Se muestran las fluorescendas obtenidas sobre las regiones centroméricas de CAB (CENT 
CAB) y de NIV (CENT NIV) y los valores de la media y desviadón típica de la reladón R/G. 
Así como las fluorescendas observadas sobre los cromosomas sexuales (SEXUALES CAB y 
SEXUALES NIV). 
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Tablas 
SH 
V2-GA^2-R 
V2-G/M2-R 
V2-G/M2-R* 
V2-G/CH-R 
V2-G/GO-R 
V2-G/MV-R 
IC 
0,9926 + 0,025(99%^ 
0,8579 ± 0,037 Í86%) 
0,8656 ±0,033(87%) 
0,7475 ±0,029 (75%) 
0,7790 ±0,03 (78%) 
0,7056 ± 0,035 (71%) 
NoIC 
0,0074 ±0,025(1%) 
0,1421 ±0,037 (14%) 
0,1344 ±0,033 (13%) 
0,2525 ±0,029 (25%) 
0,2210 ±0,038 (22%) 
0,2944 ±0,035 (29%) 
Tabla resumen la Identidad Otogen^ca (IQ estimada a partir de los ei^rimentos de 
Hibridadón Genómíca Comparatiya-Completa (W-CGH) c<m genomas de primates. 
Se comparó el genoma de un varón (\2) con los de una mujer (M2), un chimpancé (CH), un 
gorila (GO) y un mono verde (MV) mediante W-CGH. Los resultados se obtuvieron sobre el 
genoma de V2 (genoma referencia), excepto en (*), que se empleó el de M2. 
Se muestran los distintos valores de media, desviación típica y porcentaje de IC y NoIC para 
cada pareja de genomas comparados mediante distintas Sondas Hbridas (SHs). 
(R- rojo; G- verde). 
FIGURAS 
Figura 1 
La organización del genoma humano. 
Cuadro resumen de las secuencias que lo componen y de su representación aproximada. 
Figura 2 
ADN satélite centroméríco en el genoma humano 
Cuadro resumen de las distintas familias de ADNsat presentes en el genoma humano (nombré). 
con su tamaño y localización. 
Box 1.4; The organizatíon of the human g«nome 
Genes and gene-rebted 
sequences 1200 Mb 
iGenes Rdited 
1152 Mb 
Psaidogenes Gene 
fnigiikeiiiA 
Human genome 
3200 Mb 
Based on IHGSC (2001) andVenter « al. (2001). 
Extraido de Brown TS. Genomes 2nd Ed. 2002. 
Tamaño 
(Pb) 
5 
42 
48 
68 
171 
220 
Nombre 
2 + 3 
1 
* 
beta 
alfa 
gamma 
Localización 
Mayoría de los cromosomas, posiblemente todos 
Mayoría de los cromosomas 
21, 22 Y, posiblemente otros cromosomas 
1, 9, Acrocéntricos e Y 
Todos los cromosomas 
8, X 
Extraído de Tyler-Smith y Willard. 1993. 
Figura 3 
Imágenes de distintas Hibridaciones Genómicas Comparativas-Completas (W-CGHs) 
realizadas con genomas y sobre metafases de liombre (Homo sapiens). 
Se observa fluorescencia amarillo-anaranjada en todos ios brazos cromosómicos (en a y a' se 
encuentra apantallada bajo la fluorescencia azul -B- del DAPl), así como en abimdantes 
regiones de heterocromatina centromérica. Otras regiones centroméricas muestran fluorescencia 
predominante roja (R) o verde (G), especialmente los cromosomas acrocéntricos (flechas azules 
y <í) y los cromosomas 1 (flechas rojas y g), 9 (flechas blancas), 16 (flechas amarillas) e Y 
(flechas verdes, eyf). 
a-a') El genoma de un varón revelado en R se compara con el de una mujer en G sobre una 
metafase de varón. En (a) los cromosomas se encuentran contrateñidos con DAPl. Nótese la 
fluorescencia R (procedente del genoma del varón) predominante en el cromosoma Y (flecha 
verde). 
b-b') El genoma de un varón revelado en G se compara con el de una mujer en R sobre una 
metafase de varón. En (b) los cromosomas se encuentran contrateñidos con DAPl. Nótese la 
fluorescencia G predominante en el cromosoma Y (flecha verde) y la intensidad de 
fluorescencia oe todo el cromosoma 19 (flecha azul). 
c) Detalle de un cromosoma 1 mostrando fluorescencia predominante G en la familia de satélite-
alfa y R en la familia de satélite clásico II. 
d) Detalle de diversos cromosomas mostrando fluorescencias predominantes R o G en las 
regiones de heterocromatina centromérica. 
e-f) Detalle de los cromosomas Y de las figuras (a-a') y (b-b'), respectivamente. 
g) Detalle del cromosoma 1 mostrando predominancia R en la familia de satélite-alfa y G en la 
familia de satélite clásico II. 
h) Perfil longitudinal de las fluorescencias R y G del cromosoma 1 mostrado en (g). 

Figura 4 
Resultados de un experimento de Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-
CGH) entre los genomas de una mujer (M) y de un varón (V). 
El genoma de M se marcó de modo que pudiera ser revelado en G, y el genoma de V en R. La 
Sonda Híbrida resultante (M-GA'-R) se Mbridó sobre linfocitos de V. 
a) Metafase donde los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + 
G) mientras que ciertas regiones de heterocromatina centromérica fluorescencia R o G 
predominante, concretamente los cromosomas 1, 9 (flechas blancas), 15, 16 e Y (flecha 
amarilla). 
Se muestran en detalle los cromosomas 9 (b) e Y (c) junto con una muestra de sus perfiles 
longitudinales (b' y c', respectivamente) en los que se delinean las cantidades de fluorescencias 
R y G. Estos dos cromosomas son los que muestran los polimorfismos más grandes entre estos 
dos individuos en sus regiones centroméricas, siendo la fluorescencia predominantemente G 
(procedente de M) en el cromosoma 9 (ver pico de G en b'), y R (de V) en el Y (ver pico de R 
en c'). 

Figuras 
FISH doble sobre linfocitos de una mujer (M) (izquierda) y de un varón (V). 
Se empleó una sonda específica del satélite clásico III del cromosoma 9 revelada en verde (G), y 
otra del satélite-alfa del cromosoma X, en rojo (R) (flechas). El núcleo interfásico está 
contrateñido con DAPI, en azul (B). La fluorescencia G se emplea para estimar el tamaño de las 
regiones centroméricas del cromosoma 9 al contrastarlo con la fluorescencia B del total del 
núcleo, mediante la relación G/B. 

Figura 6 
Cromosomas de cerdo (Sus domesticas) (y perfiles longitudinales de fluorescencia) 
representativos de los resultados obtenidos en cada subgenoma (acrocéntrico y 
metacéntrico) y en el cromosoma Y, mediante Hibridación Genómica Comparativa-
Completa (W-CGH). 
Cromosomas extraídos de los distintos experimentos de W-CGH realizados comparando los 
genomas de individuos de las razas Duroc (DU), Ibérica (I) y Landrace/Large White (L). Los 
brazos de todos los cromosomas muestran fluorescencia amarillo-anaranjada apantallada bajo la 
fluorescencia azul (B) de la contratinción con DAPI. 
La columna I-R/DU-G muestra la comparación de los genomas de 1 revelado en rojo (R) y de 
DU en verde (G), sobre linfocitos de 1. La región de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas acrocéntricos (a) muestra fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) y la de los 
cromosomas metacéntricos (a') y el cromosoma Y (a") muestran fluorescencia predominante R 
(procedente de 1-R). 
La columna I-R/L-G muestra la comparación de los genomas de 1 revelado en R y de L en G, 
sobre linfocitos de L. La región de heterocromatina centromérica de los cromosomas 
acrocéntricos (b) muestra fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) y la de los cromosomas 
metacéntricos (b') muestra fluorescencia predominante R (procedente de 1-R). El cromosoma Y 
(b") muestra dos regiones discretas de hibridación, la región proximal muestra fluorescencia 
predominante G (de L-G) y la distal R (de I-R). 
La columna L-R/DU-G muestra la comparación de los genomas de L revelado en R y de DU en 
G, sobre linfocitos de DU. La región centromérica de los cromosomas acrocéntricos (c) muestra 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) y la de los cromosomas metacéntricos (c') y el 
cromosoma Y (c") muestran fluorescencia predominante R (procedente de L-R). 
La columna de la derecha resume los resultados de los tres experimentos anteriores mediante 
cromosomas esquemáticos (d-d"). 
Figura? 
Metafase de Landrace/Large White sobre la que se han comparado los genomas de cerdos 
(Sus domesticas) de raza Ibérica (I) y Landrace/Lai^e White (L) mediante Hibridación 
Genómica Comparativa-Completa (W-CGH). 
El genoma de 1 se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de L en verde (G), y se compararon 
mediante la Sonda Híbrida: 1-R/L-G. Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia 
amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo la fluorescencia azul de la contratinción con DAPI. 
Las regiones centroméricas del subgenoma acrocéntrico muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G), y las del subgenoma metacéntrico fluorescencia predominante R (de 1-R). 
El cromosoma Y muestra dos regiones discretas de hibridación, la región proximal muestra 
fluorescencia predominante G (de L-G) y la distal R (de 1-R) (flecha). 
I-R/D-G l-R/L-G • • L - R / D - G 
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Figuras 
Hibridación i'/i situ Fluorescente (FISH) de la secuencia MSAT-160 de Microtus cóbreme 
(CAB) sobre metafases de CAB y de Microtus nivalis (NTV). 
La secuencia MSAT-160 de CAB, marcada para ser revelada en rojo (R), se híbrido 
alternativamente sobre linfocitos de CAB (a) y NIV (b), mediante FISH. 
a) Se observa hibridación en las regiones centroméricas de CAB, y ausencia de señal en los 
bloques de heterocromatina de los cromosomas sexuales, excepto en la región centromérica del 
cromosoma Y (flechas). 
b) Sobre las regiones centroméricas de NIV no se observa señal de hibridación alguna. 

Figura 9 
Hibridación in situ Fluorescente (FISH) de la secuencia MSAT-160 de Microtus nivalis 
(NIV) sobre metafases de NTV y de Microtus cabrerae (CAB). 
La secuencia MSAT-160 de NFV, marcada para ser revelada en G, se híbrido sobre linfocitos de 
NIV (a) y CAB (b), mediante FISH. 
a) Se observa señal de hibridación exclusivamente en las regiones centroméricas de NIV, 
excepto en el cromosoma Y {flecha). 
b) Sobre las regiones centroméricas de CAB no se observa señal de hibridación alguna. 

Figúralo 
Metafase de Microtus cóbreme (CAB) sobre la que se han comparado los genomas de CAB 
y Microtus nivalis (NIV) mediante Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-
CGH). 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de NIV en verde (G), mediante 
la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G. 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amariUo-anaranjado (R + G) apantallada bajo 
la contratinción con DAPl en azul (B). Las regiones de heterocromatina de los centromeros y de 
los cromosomas sexuales (flechas) muestran fluorescencia R (procedente de CAB-R). No se 
observa hibridación en G (de NFV-G) en estas regiones (c-c'). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c') imagen G. 

Figura 11 
Metafase de Microtus nivalis (NTV) sobre la que se han comparado los genomas de 
Microtus cabrerae y NTV mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-
CGH). 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de NTV en verde (G), y se 
compararon mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NTV-G. 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjado (R + G) apantallada bajo 
la contratindón con DAPI en azul (B). Las regiones heterocromáticas de los centromeros y del 
cromosoma Y (flechas) muestran fluorescencia G (procedente de NIV-G). No se observa 
hibridación en R (de CAB-R) en estas regiones (b-b'). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c') imagen G. 

Figura 12 
Linfocitos de Microtus cabrerae (CAB) y Microtus nivalis (NTV) mezclados, sobre los que se 
han comparado los genomas de CAB y NTV mediante Hibridación (Gnómica 
Comparativa-Completa (W-CGH). 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de NTV en verde (G), y se 
compararon mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NTV-G. 
Los brazos cromosómicos y las regiones de eucromatina en las interfases muestran 
fluorescencia amariDo-anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul. 
Las regiones de heterocromatina muestran fluorescencia R en las células de CAB y 
fluorescencia G en las de NTV. 
También se puede observar que las regiones centroméricas de CAB son ligeramente mayores 
que las de NIV. 
a) un ünfocito de CAB {arriba, derecha) y tres de NTV; b) un linfocito de NTV (izquierda) y 
una metafase y dos linfocitos de CAB; c) un linfocito de NTV (arriba) y otro de CAB. 

Figura 13 
Desglose por canales de fluorescencia roja (R), verde (G) y azul (B) de las imágenes de la 
Figura 12. 
a) imagen RB; a') imagen R; b) imagen GB; b')imagen G. 
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Figura 14 
Comparación de los resultados de dos experimentos distintos de Hibridación Gienómica 
Comparativa-Completa (W-CGH) sobre metafases de Microtus cabrerae (CAB). 
En la columna izquierda se observa una metafase de un linfocito de CAB sobre el que se han 
comparado los genomas de CAB (marcado para ser revelado en rojo -R-) y Microtus nivalis (en 
verde -G-) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G, en presencia de la secuencia MSAT-160 
de CAB en G (MSAT-CAB-G). Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de los centromeros y de los cromosomas sexuales (flechas) muestran 
fluorescencia R (procedente de CAB-R). Además se observa una leve señal de fluorescencia G 
(procedente de MSAT-CAB-G) en las regiones de heterocromatina centromérica. Pero presenta 
ausencia de señal en los bloques de heterocromatina de los cromosomas sexuales, excepto en la 
región centromérica del cromosoma Y (c). 
En la columna derecha se observa el mismo experimento de W-CGH en ausencia de la 
secuencia MSAT-160 de CAB. 
En (c) se observa ima leve señal de fluorescencia G (procedente de MSAT-CAB-G) en las 
regiones centroméricas de CAB que no aparece en (c'). 
Asimismo puede comprobarse que la fluorescencia R (de CAB-R en ambos casos) es muy 
intensa y muy semejante en ambos experimentos (compárense b-b') 
a-a') imágenes RGB; b-b') imágenes RB; c-c') imágenes GB. 
Bi—i^^ii^^^^^^^^^^—a 
Figuráis 
Desglose por canales de fluorescencia roja (R), verde (G) de las imágenes de la Figura 14. 
a-a') imágenes RGB; b-b') imágenes R; c-c') imágenes G. 

Figura 16 
Linfocitos de Microtus cóbreme (CAB) y Microtus nivalis (NTV) mezclados, sobre los que se 
han comparado los genomas de CAB y NIV mediante Hibridación Genómica 
Comparativa-Completa (W-CGH) en presencia de la secuencia MSAT-160 de CAB. 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y se comparó con el de NIV en verde 
(G) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G, en presencia de la secuencia MSAT-160 de 
CAB en G (MSAT-CAB-G). Las regiones de eucromatina muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de NIV (linfocito, izquierda) muestran fluorescencia G (de NTV-G), mientras 
que las de CAB manifiestan una fluorescencia predominante R (procedente de CAB-R) y una 
leve señal G (de MSAT-CAB-G) (flecha). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figuran 
Metafase de Microtus nivalis (NTV) sobre las que se han comparado los genomas de 
Microtus cabrerae y NTV mediante Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-
CGH) en presencia de ia secuencia MSAT-160 de CAB. 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y se comparó con el de NTV en verde 
(G) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G, en presencia de la secuencia MSAT-160 de 
CAB en G (MSAT-CAB-G). Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPl en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de los centrómeros y del cromosoma Y (flechas) muestran fluorescencia G 
(procedente exclusivamente de NTV-G, ya que hemos comprobado que MSAT-CAB no híbrida 
sobre NTV). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 
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Figuráis 
Linfodtos de Microtus cóbreme (CAB) y Mientas nivalis (NIV) mezclados, sobre los que se 
han comparado los genomas de CAB y NIV mediante Hibridación G^nómica 
Comparatíva-Completa (W-CGH) en presencia de la secuencia MSAT-160 de CAB. 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y se comparó con el de NIV en verde 
(G) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G en presencia de la secuencia MSAT-160 de 
CAB en R (MSAT-CAB-R). Las regiones de eucromatina muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de NIV (linfocito, derecha) muestran fluorescencia G (de NTV-G), mientras 
que las de CAB manifíestan una fluorescencia predominante R (procedente de la suma de CAB-
R y MSAT-CAB-R). Al no observarse hibridación en R sobre NIV, se comprueba que MSAT-
CAB-R no híbrida sobre las regiones centroméricas de los cromosomas de esta especie. 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 19 
Comparación de los resultados de dos experimentos distintos de Hibridación Genómica 
Comparativa-Completa (W-CGH) sobre metafases de Microtus nivalis (NIV). 
En la columna izquierda se observa una metafase de un linfocito de NTV sobre el que se han 
comparado los genomas de Microtus cabrerae (marcado para ser revelado en rojo -R-) y NIV 
(en verde -G-) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NTV-G, en presencia de la secuencia MSAT-
160 de NIV en R (MSAT-NTV-R). Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de los centromeros y del cromosoma Y (flechas) muestran fluorescencia 
predominante G (procedente de NTV-G). Además se observa señal de fluorescencia R 
(procedente de MSAT-NFV-R) en las regiones de heterocromatina centromérica, ausente en el 
bloque de heterocromatina del cromosoma Y {flecha y b). 
En la columna derecha se observa el mismo experimento de W-CGH en ausencia de la 
secuencia MSAT-160 de NTV. 
En (b) se observa señal de fluorescencia R (procedente de MSAT-NIV-R) en las regiones 
centroméricas de CAB que no aparece en (b'). 
a-a') imágenes RGB; b-b') imágenes RB; c-c') imágenes GB. 

Figura 20 
Desglose por canales de fluorescencia roja (R) y verde (G) de las imágenes de la Figura 19. 
a-a') imágenes RGB; b-b') imágenes R; c-c') imágenes G. 

Figura 21 
Metafase de Microtus cóbreme sobre las que se han comparado los genomas de CAB y 
Microtus nivalis (NTV) mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH) 
en presencia de la secuencia MSAT-160 de NIV. 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y se comparó con el de NIV en verde 
(G) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G, en presencia de la secuencia MSAT-160 de 
NTV en R (MSAT-NIV-R). Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-
anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Las regiones de 
heterocromatina de los centrómeros y de los cromosomas sexuales (flechas) muestran 
fluorescencia G. 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 22 
Linfodtos de Microtus cóbreme (CAB) y Microtus nivalis (NIV) mezclados, sobre los que se 
han comparado los genomas de CAB y NTV mediante Hibridación Genómica 
Comparatíva-Completa (W-CGH) en presencia de la secuencia MSAT-lóO de NTV. 
El genoma de CAB se marcó para ser revelado en rojo (R) y se comparó con el de NTV en verde 
(G) mediante la Sonda Híbrida: CAB-R/NIV-G, en presencia de la secuencia MSAT-lóO de 
NIV en R (MSAT-NIV-G). Los brazos cromosómicos y las regiones de eucromatína muestran 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul 
(B). Las regiones de heterocromatina de NTV {metafase, izquierda) muestran fluorescencia G 
(procedente de la suma de NTV-G y de MSAT-NTV-R). Mientras que las regiones de 
heterocromatina de CAB muestran fluorescencia R (de CAB-R). Al no haber hibridación en G 
sobre CAB, se comprueba que MSAT-NIV-G no híbrida sobre las regiones centroméricas de los 
cromosomas de esta especie. 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 23 
Comparación de los genomas de Arcyptera Tomosi y Arcyptera Fusca mediante 
Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
a) Comparación del genoma de Arcyptera tornosi (AT) marcado para ser revelado en verde (G) 
con el genoma de Arcyptera fusca (AF) marcado para ser revelado en rojo (R) mediante la 
Sonda Híbrida (SH): AT-G/AF-G, sobre el genoma de AT. Los brazos cromosómicos muestran 
fluorescencia amarillo-anaranjado (R + G). Los bloques de heterocromatina muestran 
fluorescencia R (de AF) en la región proximal y G (de AT) en la distal. 
b) idéntico experimento con la SH inversa (AT-R/AF-G). Los brazos cromosómicos muestran 
fluorescencia amarillo-anaranjado (R + G). Sin embargo los bloques de heterocromatina 
muestran resultados invertidos con respecto a (a): fluorescencia G (de AF) en la región proximal 
y R (de AT) en la distal. 
c-e) detalle de cromosomas de AT tras un experimento de WCGH empleando la SH: AT-G/AF-
R. 
f) Paquitene de AT tras un experimento de WCGH empleando la SH: AT-G/AF-R. Se observan 
las fluorescencias R y G en las regiones de heterocromatina (flechas). 
g-i) Bivalente S9 de AT tras un experimento de WCGH empleando la SH: AT-G/AF-R. Los 
resultados muestran como las dos familias de ADNsat no se condensan al mismo tiempo. La 
familia localizada en posición distal (en G) se condensa más tempranamente que la familia 
localizada en la región proximal (en R) a lo largo de la Profase meiótica. También se localiza 
una región cromosómica de eucromatina en el cromosoma S9 que muestra fluorescencia G (de 
AT) (flecha). 

Figura 24 
Resultados del estudio de genomas de distintos primates mediante Hibridación Genómica 
Comparativa-Completa (W-CGH). 
En todos los casos los experimentos se realizaron sobre linfocitos del mismo individuo, un 
varón (V2). 
a) Comparación del genoma de un hombre (varón) (V2) marcado para ser revelado en verde (G), 
con su mismo genoma marcado para ser revelado en rojo (R) mediante la Sonda Híbrida (SH): 
V2-GA'2-R (control). 
a') Experimento idéntico (control). 
b) Comparación del genoma de V2 marcado para ser revelado en G (V2-G), con el de una mujer 
en R (M2-R), mediante la SH: V2-G/M2-R. 
b') Experimento con SH inversa (V2-R/M2-G). 
c) Comparación de V2-G, con el genoma de un chimpancé marcado para ser revelado en R 
(CH-R), mediante la SH: V2-G/CH-R. 
c') Experimento con SH inversa (V2-R/CH-G). 
d) Comparación de V2-G, con el genoma de un gorila marcado para ser revelado en R (GO-R), 
mediante la SH: V2-G/GO-R. 
d') Experimento con SH inversa (V2-R/GO-G). 
e) Comparación de V2-G, con el genoma de un mono verde marcado para ser revelado en R 
(MV-R), mediante la SH: V2-G/MV-R. 
e') Experimento con SH inversa (V2-R/MV-G). 

Figura 25 
Control del estudio de genomas de primates mediante Hibridación Genómica 
Comparativa-Completa (W-CGH). 
El genoma de un varón (V2) se marcó para ser revelado en verde (G) y en rojo (R), 
independientemente, y la Sonda Híbrida resultante (Vl-G/Vl-R) se hibridó sobre linfocitos de 
V2. 
Los brazos cromosómicos y las regiones de heterocromatina centromérica muestran 
fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G), apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul 
(B) en los brazos cromosómicos, no así en las regiones de heterocromatina centromérica donde 
la fluorescencia es más intensa. 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 26 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se ha comparado su genoma con el de una 
mujer mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un varón (V2) se marcó para ser revelado en verde (G) y el de una mujer (M2) en 
rojo (R), la Sondj Híbrida resultante (V2-G/M2-R) se híbrido sobre linfocitos de V2. 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo 
la contratinción con DAPI en azul (B). Por el contrario, en ciertas regiones de heterocromatina 
centromérica aparecen ciertos cromosomas con fluorescencia dominante R o G. Concretamente 
los bloques de heterocromatina del cromosoma 9-9' muestran fluorescencia R (de M2) (flechas 
blancas) levemente predominante, mientras que el cromosoma 16-16' (flechas amarillas) y el 
cromosoma Y (flecha verde) fluorescen predominantemente en G (de V2). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 
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Figura 27 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se ha comparado su genoma con el de un 
chimpancé mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un varón (V2) se marcó para ser revelado en verde (G) y el de un chimpancé 
(CH) en rojo (R), la Sonda Híbrida resultante (V2-G/CH-R) se híbrido sobre línfocítos de V2. 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo 
la contratíndón con DAPI en azul (B). Mientras que las regiones de heterocromatina 
centromérica muestran una notable predominancia de fluorescencia G (de V2). Sin embargo se 
observa una pequeña señal de hibridación en R en la región pericentromérica del cromosoma 1-
1' coincidiendo con la región del satélite-alfa (flechas). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 
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Figura 28 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se ha comparado su genoma con el de un 
gorila mediante Hibridación (Gnómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un varón (V2) se marcó para ser revelado en verde (G) y el de un gorila (GO) en 
rojo (R), la Sonda Híbrida resultante (V2-G/GO-R) se híbrido sobre línfocitos de V2. 
Los brazos cromosómícos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo 
la contratincíón con DAPI en azul (B). Mientras que en las regiones de heterocromatína 
centromérica muestran una notable predominancia de fluorescencia G (de V2). Se observa una 
llamativa excepción en el cromosoma 9 en el que, a pesar de ser más abundante la fluorescencia 
G (de V2), aparece una clara señal de fluorescencia R (procedente de GO-R) (flechas). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 29 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se ha comparado su genoma con el de un 
mono verde mediante Hibridación (Gnómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un varón (V2) se marcó para ser revelado en verde (G) y el un de mono verde 
(MV) en rojo (R), la Sonda Híbrida resultante (V2-G/MV-R) se híbrido sobre linfocitos de V2. 
Los brazos cromosómícos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) levemente 
desplazada hada el G (de V2-G), apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). 
Mientras que en las regiones de heterocromatína centromérica muestran una notable 
predominancia de fluorescencia G (de V2). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 30 
Metafases de un varón y de una mujer sobre las que se han comparado sus genomas 
mediante Hibridación Cienómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
Metafase de un hombre (varón) (V2) (a) y de una mujer (M2) (b). 
El genoma de V2 se marcó para ser revelado verde (G) y el de M2 en rojo (R) y se compararon 
mediante la Sonda Híbrida: V2-G/M2-R. 
En ambos casos, los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) 
apantallada bajo la contratinción con DAPI en azul (B). Por el contrario, en ciertas regiones de 
heterocromatina centromérica aparecen ciertos cromosomas con fluorescencia dominante R o G. 
Concretamente los bloques de heterocromatina del cromosoma 9 muestran fluorescencia R (de 
M2) (flechas blancas) levemente predominante, mientras que el cromosoma 16 (flechas 
amarillas) y el cromosoma Y en V2 (flecha verde) fluorescen predominantemente en G (de V2). 
Lx)S resultados por tanto resultan cualitativamente idénticos en las dos hibridaciones (con la 
excepción del cromosoma Y). 
Figura 31 
Detalles del cromosoma 1 y perfiles longitudinales de fluorescencias roja (R) y verde (G) 
extraídos de distintos experimentos de Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-
CGH) entre primates. 
En todos los casos se observa como la señal de fluorescencia es más intensa en las regiones de 
heterocromatina que en los brazos cromosómicos debido a que la cromatina se encuentra más 
condensada en dichas regiones. Asimismo en las regiones de heterocromatina centromérica es 
donde pueden presentarse mayores diferencias en la abundancia relativa de las secuencias entre 
genomas distintos. 
a) Cromosoma 1 de un hombre (varón) (V2) sobre el que se ha comparado su genoma marcado 
en verde (G) con él mismo en rojo (R) (control), mediante la Sonda Híbrida (SH): V2-GA'2-R. 
b) Cromosoma 1 de V2 sobre el que se ha comparado V2-G con el genoma de una mujer (M2) 
en R, mediante la SH: V2-G/M2-R. Se observa que dentro de la región centromérica, la familia 
de satélite-alfa está más representada en el genoma de V2 (en G) y la de satélite clásico II en 
M2 (en R). 
c) Cromosoma 1 de V2 sobre el que se ha comparado V2-G con el genoma de un chimpancé 
(CH) en R, mediante la SH: V2-G/CH-R. Se observa una pequeña señal de hibridación en R (de 
CH-R) en la región perícentromérica del cromosoma 1 coincidiendo con la región del satélite-
alfa. 
d) Cromosoma 1 de V2 sobre el que se ha comparado V2-G con el genoma de un gorila (GO) 
en R, mediante la SH: V2-G/GO-R. Se observa ima dominancia notable de la fluorescencia G 
(de V2-G). 
e) Cromosoma 1 de V2 sobre el que se ha comparado V2-G con el genoma de un mono verde en 
R, mediante la SH: V2-G/MV-R. Se observa una dominancia notable de la fluorescencia G (de 
V2-G) sobre la R (de MV-R) a lo largo de todo el cromosoma. 

Figura 32 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se han comparado los genomas de chimpancé 
y gorila mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un chimpancé (CH) se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de un gorila (GO) 
en verde (G), la Sonda Híbrida resultante (CH-R/GO-G) se hibridó sobre ünfocitos de un 
hombre (varón). 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) pero con una 
notable prevalencia de la fluorescencia R (de CH-R) (b') apantallada bajo la contratinción con 
DAPI en azul (B). La mayoría de las regiones de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas humanos presentan ausencia total de hibridación de cualquiera de los dos genomas 
presentes en la SH y se observa claramente la señal B del DAPI. Sin embargo el cromosoma 9, 
muestra una abundante señal de hibridación en G (de GO-G) {flechas blancas). También el 
cromosoma 1 muestra una leve señal, en este caso de predominancia de fluorescencia R (de CH-
R) {flechas amarillas). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

I1gura33 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se han comparado los genomas de chimpancé 
y mono verde mediante Hibridación Genómica Comparativa-Completa (W-CGH). 
El genoma de un chimpancé (CH) se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de un mono verde 
(MV) en verde (G), la Sonda Híbrida resultante (CH-R/MV-G) se hibridó sobre linfodtos de im 
hombre (varón). 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) pero con una 
notable prevalencia de la fluorescencia R (de CH-R) (b') apantallada bajo la contratinción con 
DAPI en azul (B). La mayoría de las regiones de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas humanos presentan ausencia total de hibridación de cualquiera de los dos genomas 
presentes en la SH y muestran predominancia de la señal B del DAPI. Sin embargo los 
cromosomas 1 {flechas amarillas) y 9 {flechas blancas) muestra una leve señal, en este caso de 
predominancia de fluorescencia R (de CH-R). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 34 
Metafase de un hombre (varón) sobre el que se han comparado los genomas de gorila y 
mono verde mediante Hibridación Genómica Comparatíva-Completa (W-CGH). 
El genoma de un gorila (GO) se marcó para ser revelado en rojo (R) y el de un mono verde 
(MV) en verde (G), la Sonda Híbrida resultante (GO-R/MV-G) se hibridó sobre linfodtos de un 
hombre (varón). 
Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) pero con una 
notable prevalencia de la fluorescencia R (de GO-R) (b') apantallada bajo la contratinción con 
DAPl en azul (B). La mayoría de las regiones de heterocromatina centromérica de los 
cromosomas humanos presentan ausencia total de hibridación de cualquiera de los dos genomas 
presentes en la SH y muestran predominancia de la señal B del DAPl. Sin embargo la región 
centromérica del cromosoma 9-9' muestra una notable señal de fluorescencia R (de GO-R) 
(flechas). 
a) imagen RGB; b) imagen RB; b') imagen R; c) imagen GB; c')imagen G. 

Figura 35 
Interfases resultantes del estudio de genomas de distintos primates mediante Hibridación 
Gknómica Comparativa-Completa (W-CGH). 
En todos los casos las interfases corresponden a un hombre (varón; V2). 
a) Comparación del genoma de un hombre (varón) (V2) marcado para ser revelado en verde (G), 
con su mismo genoma marcado para ser revelado en rojo (R) mediante la Sonda Híbrida (SH): 
V2-G/V2-R (control). Se observan las señales coincidentes de fluorescencia R y G. 
a') Imagen RB. 
a") Imagen GB. 
b) Comparación del genoma de V2 marcado para ser revelado en G (V2-G), con el de una mujer 
en R (M2-R) mediante la SH: V2-G/M2-R. Se observan señales coincidentes de fluorescencia R 
y G así como ciertas señales no coincidentes (flecha). 
b') Imagen RB. 
b") Imagen GB. 
c) Comparación de V2-G, con el genoma de un chimpancé marcado para ser revelado en R 
(CH-R) mediante la SH: V2-G/CH-R. Se observa una predominancia de las señales discretas G 
y alguna leve señal R (flechas). 
c') Imagen RB. 
c") Imagen GB. 
d) Comparación de V2-G, con el genoma de un gorila marcado para ser revelado en R (GO-R) 
mediante la SH: V2-G/GO-R. Se observa una predominancia de las señales discretas G y dos 
notables señales R (flechas). 
d') Imagen RB. 
d") Imagen GB. 
e) Comparación de V2-G, con el genoma de im mono verde marcado para ser revelado en R 
(MV-R) mediante la SH: V2-G/MV-R. Se observa una predominancia absoluta de las señales 
discretas G. 

Figura 36 
Interfases resultantes del estudio de genomas de distintos primates mediante Hibridación 
Genómica Comparativa-Completa (W-CGH). 
Se trata de las mismas imágenes de la Figura 35, mostrando adicionalmente los canales rojo (R) 
y verde (G). Por tanto, como en la imagen anterior, las interfases corresponden a un hombre 
(varón; V2). 
a) Interfase resultante de la comparación del genoma de un hombre (varón) (V2) marcado para 
ser revelado en verde (G), con su mismo genoma marcado para ser revelado en rojo (R) 
mediante la Sonda Híbrida (SH): Y2-GfV2-R (control). Se observa la hibridación homogénea de 
R y G en las regiones de eucromatina (a'-a"), así como las señales coincidentes de 
fluorescencia R y G (a")-
a') Imagen R. 
a") Imagen G. 
b) Comparación del genoma de V2 marcado para ser revelado en G (V2-G), con el de una mujer 
en R (M2-R) mediante la SH: V2-G/M2-R. Se observa la hibridación homogénea de R y G en 
las regiones de eucromatina (b'-b"), así como las señales coincidentes de fluorescencia R y G y 
señales no coincidentes (flechas). 
b') Imagen RB. 
b") Imagen GB. 
c) Comparación de V2-G, con el genoma de un chimpancé marcado para ser revelado en R 
(CH-R) mediante la SH: V2-G/CH-R. Se observa la hibridación homogénea de R y G en las 
regiones de eucromatina con una leve predominancia G (c'-c"). Así como mayor abundancia de 
las señales discretas G (c") y tan sólo alguna leve señal R (c') (flechas). 
c') Imagen RB. 
c") Imagen GB. 
d) Comparación de V2-G, con el genoma de un gorila marcado para ser revelado en R (GO-R) 
mediante la SH: V2-G/GO-R. Se observa la hibridación homogénea de R y G en las regiones de 
eucromatina con una leve predominancia G (d'-d"). Así como mayor abundancia de las señales 
discretas G (d") y dos notables señales R (d') (flechas). 
d') Imagen RB. 
d") Imagen GB. 
e) Comparación de V2-G, con el genoma de un mono verde marcado para ser revelado en R 
(MV-R) mediante la SH: V2-G/MV-R. Se observa la hibridación homogénea de R y G en las 
regiones de eucromatina con una notable predominancia G (e'-e"), así como de las señales 
discretas G (e"). 
e) Imagen RB. 
e') Imagen GB. 

Figura 37 
Explicación esquemática del cálculo de Identidad Citc^enética (IC) tras Hibridación 
Genómica Comparativa-Completa (W-CGH). 
Se muestran dos situaciones hipotéticas: i) una IC del 50% (esquema superior) y ii) una IC del 
90%. El genoma sobre el que se practica la W-CGH aparece representado como una gruesa 
línea {genoma de V2), dividido en dos regiones proporcionales en el caso de una IC del 50%. 
Sobre la región NO IC tan sólo hibridará el genoma referencia (revelado en verde -G-, en este 
caso), ya que el genoma invitado no presenta homología (por definición) en esta región. Sobre 
la región IC hibridarán tanto el genoma referencia (en G) como el invitado (revelado en rojo -
R- en este caso), puesto que ambos presentan homología con esta región. 
De forma análoga ocurre en el esquema inferior (Identidad Citogenética del 90%) con la 
diferencia de que la región de homología (/C) es mayor. 
A partir del razonamiento anterior se puede deducir la fórmula para el cálculo de la IC. Si el 
genoma referencia se revela en G como en los esquemas mostrados, ésta será: IC= 2R/ (R+G). 
Por el contrario, si se revela en R, entonces será: IC= 2G/(R+G). 
IDENTIDAD CITOGENÉTICA DEL 50%: 
IDENTIDAD CITOGENÉTICA DEL 90%: 
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Figura 38 
Experimentos para la Detección de Roturas en el ADN mediante FISH (DBD-FISH) sobre 
linfocitos y espermatozoides de cerdo (Sus domesticus) y oveja (Ovis aries). 
a) linfocito de cerdo doméstico de raza Ibérica hibridado con una sonda de ADN genómico del 
mismo individuo revelada en rojo (R). Se observan abundantes señales de hibridación. 
b) espermatozoides de cerdo doméstico de raza Ibérica hibridados con una sonda de ADN 
genómico del mismo individuo revelada en R. Se observan una leve señal de hibridación. 
c) linfocitos de oveja de raza Castellana hibridados con una sonda de ADN genómico del mismo 
individuo revelada en R. Se observan señales discretas de hibridación. 
d) espermatozoides de oveja de raza Castellana hibridados con una sonda de ADN genómico del 
mismo individuo revelada en R. Se observan abundantes señales de hibridación. 

Figura 39 
Resultados de dos experimentos de Hibridación genómica Comparativa-Completa (W-
CGH) y Hibridación Genómica Comparativa-Completa para la Detección de Roturas en el 
ADN (DBD-W-CGH) sobre linfocitos y espermatozoides de cerdo (Sus domesticus) y oveja 
{Ovis aries). 
La fila superior muestra los experimentos realizados sobre células de cerdo, y la inferior sobre 
oveja. 
a) Metafase de un cerdo de raza Landrace/Large White sobre la que se han comparado, 
empleando W-CGH, los genomas de un individuo de raza Ibérica (I) marcado para ser revelado 
en rojo (R) y de otro de raza Landrace/Large White (L) en verde (G) mediante la Sonda Híbrida 
(SH): 1-R/L-G W-CGH. Los brazos cromosómicos muestran fluorescencia amariUo-anaranjada 
(R + G) apantallada bajo la fluorescencia azul de la contratinción con DAPl. Las regiones 
centroméricas del subgenoma acrocéntrico muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G), 
y las del subgenoma metacéntrico fluorescencia predominante R (de I-R). 
b) detalle de un cromosoma metacéntrico (arriba) y otro acrocéntrico extraídos de (a). 
c) linfocito de cerdo de raza Landrace/Large White desnaturalizado en álcali sobre el que se ha 
Mbridado la Sonda Híbrida: I-R/L-G mediante DBD-W-CGH. Aparece abundante señal de 
fluorescencia amariUo-anaranjada (R + G). 
d) espermatozoide de cerdo de raza Landrace/Large White desnaturalizado en álcali sobre el 
que se ha hibridado la Sonda Híbrida: I-R/L-G mediante DBD-W-CGH. Aparecen señales 
discretas de fluorescencia amarillo-anaranjado (R + G). 
e) Metafase una oveja de raza Castellana sobre la que se han comparado, empleando W-CGH, 
los genomas de un individuo de raza Assaf (AS) marcado para ser revelado en rojo (R) y de 
otro de raza Castellana (CA) en verde (G) mediante la SH: AS-R/CA-G. Los brazos 
cromosómicos muestran fluorescencia amarillo-anaranjada (R + G) apantallada bajo la 
fluorescencia azul de la contratinción con DAPl. Las regiones centroméricas del subgenoma 
acrocéntrico y los cromosomas sexuales (flechas), muestran fluorescencia predominante R (de 
AS-R) en la región proximal del bloque de heterocromatina centromérica, y fluorescencia G (de 
CA-G) en la región distal, y las del subgenoma metacéntrico fluorescencia predominante R (de 
AS-R). 
f) linfocito de de oveja de raza Castellana desnaturalizado en álcali sobre el que se ha hibridado 
la Sonda Híbrida: AS-R/CA-G mediante DBD-W-CGH. Aparecen señales adyacentes de 
fluorescencia en R y en G, y alguna señal esporádica exclusivamente en R o en G. 
g) espermatozoide de oveja de raza Castellana desnaturalizado en álcali sobre el que se ha 
hibridado la Sonda Híbrida: AS-R/CA-G mediante DBD-W-CGH. Aparece fuertes señales de 
fluorescencia en R y en G. 

Figura 40 
Comparación de los cariotípos de hombre, chimpancé, gorila y orangután. 
Existe una gran semejanza entre los cariotípos de las cuatro especies. El número cromosómico 
del hombre es 2n=46 y el del resto de los homínidos 2n=48 debido a una fusión telomérica 
ocurrida entre dos cromosomas acrocéntricos para dar lugar al cromosoma 2. 
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Figura 41 
Análisis Digital de Imágenes (DÍA) (1) 
Imágenes de un ejemplo del proceso de DÍA para el cálculo de la relación R/G (o G/R). 

Figura 42 
Análisis Digital de Imágenes (DÍA) (2) 
Imágenes de un ejemplo del proceso de DÍA para el cálculo de la relación R/B (o G/B) 
(También válido para el cálculo de la Identidad Citogenétíca [IC]). 
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ANEXO 1 
Anexo 1 192 
9 ANEXO 1; Relación de Sondas Híbridas (SHs) y preparaciones 
9.1 Homo sapiens 
Caracterización de los polimorfismos 
Se emplearon SHs en las que se combinaron ADNs genómicos de 10 individuos 
(5 mujeres y 5 varones) escogidos al azar y comparados dos a dos (siempre varón contra 
mujer). Estas SHs (ISpl) se hibridaron sobre preparaciones de linfodtos fijados en 
camoy extraídos de los mismos individuos. 
Polimorfismos en los bloques de heterocromatina de los cromosomas 9-9' 
SH: ADN genómico de Mujer (M) marcado con digoxi^iiina para ser revelado en verde (G) 
(M-G) y ADN genómico de Varón (V) marcado con biotina para ser revelado en rojo (R) (V-R): 
M-G/V-R (15|J1), hibridada sobre linfocitos fijados en camoy de V. 
SH: ADN gnómico de M marcado con biotina para ser revelado en rojo R (M-R) y ADN 
genómico de V mateado con digoxigenina para ser revelado en G (V-G): M-RA -^G (lS|il), 
hibridada sobre linfocitos fijados en camoy de V. 
Caracterización de los individuos mediante un "Código Celular" (CC) y cuantificación 
del quünerismo (artificial) 
Se emplearon sondas comerciales (Appligene Oncor) para la detección del 
satélite m del cromosoma 9 (marcada con digoxigenina y revelada en G) (1^1 de sonda 
•I- 9 (il de Mezcla de Hibridación), y para la detección del satélite-alfa del cromosoma X 
(marcada con biotina y revelada en R) (l^l de sonda + 9 ^1 de Mezcla de Hibridación), 
hibridadas sobre distintos juegos de preparaciones con linfocitos de M y F fijados en 
carnoy: 
-Un juego para el cálculo del "Código Celular" para el que se utilizaron 
preparaciones tanto de M como de F, independientemente. 
-Otra serie de preparaciones para la evaluación del quimerismo artificial, en las 
que se mezclaron los cultivos celulares de M y de V en tres proporciones conocidas: 
M1:V1, M2:V1, M3:V1 (Hibridaciones repetidas en tres ocasiones para cada 
proporción). 
9 J Sus domestícus 
Cada experimento se repitió dos veces empleando individuos diferentes. 
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Controles 
SH: ÁDN genómico de cerdo (Sus domesticus) de raza Duroc marcado con biotina para ser 
revelado en R (DU-R) y ADN genómico de cerdo de raza Duroc marcado con digoñgenina 
para ser revelado en G (DU-G): DU-R/DU-G (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en 
camoy de cerdo de raza Duroc. 
SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con biotina para ser revelado en R (I-R) y 
ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con digoxigenina para ser revelado en G (I-
G): I-R/I-G (15 lü), hibridada sobre linfodtos fijados en carnoy de cerdo de raza Ibérica. 
SH: ADN genómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Lar^ White marcado con biotina para 
ser revelado en R (L-R) y ADN genómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large ^ ^ t e 
marcado con di^xigenina para ser revelado en G (L-G): L-R/L-G (15 |il), hibridada sobre 
linfodtos fijados en camoy de cerdo de raza Ibérica. 
Raza Ibérica vs. raza Duroc 
SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con biotina para ser revelado en R (I-R) y 
ADN genómico de cerdo de raza Duroc marcado con dígoxi^nina para ser revelado en G (DU-
G): I-R/DU-G (15 \ú), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados en camoy de 
cerdos de raza Ibérica y Duroc. 
SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(I-G) y ADN genómico de cerdo de raza Duroc marcado con biotina para ser revelado en R 
(DU-R) (DU-G): I-G/DU-R (15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados en 
camoy de cerdos de raza Ibérica y Duroc. 
Raza Ibérica vs. raza Landrace/Large White 
SH: ADN gnómico de cerdo de raza Ibérica marcado con biotina para ser revelado en R (I-R) y 
ADN genómico de cerdo de raza híbrida LandraceyLarge White marcado con digoxigenina para 
ser revelado en G (L-G): I-R/L-G (15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados 
en camoy de cerdos de raza Ibérica y Landrace/Large White. 
SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(I-G) y ADN gnómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large White marcado con biotina 
para ser revelado en R (L-R): I-G/L-R (15 (d), hibridada independientemente sobre linfodtos 
fijados en camoy de cerdos de raza Ibérica y Landrace/Large White. 
Raza Landrace/Large White vs. raza Duroc 
SH: ADN genómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large White marcado con biotina para 
ser revelado en R (L-R) y ADN genómico de cerdo de raza Duroc marcado con digoxigenina 
para ser revelado en G (DU-G): L-R/DU-G (15 jU), hibridada independientemente sobre 
linfodtos fijados en camoy de cerdos de raza Duroc y Landrace/Large White. 
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SH: ADN genómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large Whíte marcado con digoñ^nina 
para ser revelado en G (L-G) y ADN genómico de cerdo de raza Duroc marcado con biotina 
para ser revelado en R (DU-R): L-G/DU-R (15 yi), hibridada independientemente sobre 
linfodtos fijados en camoy de cerdos de raza Duroc y Landrace/Lar^ White. 
93 El género Microtus 
Localización física de MSAT-160 en Microtus cabrerae y Microtus nivalis 
Plásmido pUC-19 conteniendo la secuencia MSAT-160 de CAB (MSAT-CAB), marcado con 
biotina para ser revelado en R (MSAT-CAB-R) (15 |il) hibridado sobre linfodtos fijados en 
camoy de CAB y NIV mezclados. 
Plásmido pGEM conteniendo la secuencia MSAT-160 de NIV (MSAT-NIV), marcado con 
biotina para ser revelado en R (MSAT-NIV-R) (15 (U) hibridado sobre linfodtos fijados en 
camoy de CAB y NIV mezclados. 
Microtus cabrerae vs. Microtus nivalis 
SH: ADN gnómico de Microtus cabrerae (CAB) marcado con biotina para ser revelado en R 
(CAB-R) y ADN gnómico de Microtus nivalis (NIV) marcado con dig^xigenina para ser 
revelado en G (NIV-G): CAB-R/NIV-G (15 (ü), hibridada independientemente sobre linfodtos 
fijados en carnoy de CAB, de NIV y de CAB y NIV mezclados. 
SH: ADN gnómico de CAB marcado con digoxigenina para ser revelado en G (CAB-G) y 
ADN gnómico de NIV marcado con biotina para ser revelado en R (NIV-R): CAB-G/NIV-R 
(15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados en camoy de CAB, de NIV y de 
CAB y NIV mezclados. 
Microtus cabrerae vs. Microtus nivalis en presencia de MSAT-CAB 
SH: CAB-R/NIV-G (10 |il) más MSAT-CAB marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(MSAT-CAB-G) (5 |Jil), hibridadas sobre linfodtos fijados en camoy de CAB y NIV 
mezclados. 
SH: CAB-R/NIV-G (10 yX) más MSAT-CAB-R (5 |il), hibridadas sobre linfodtos fijados en 
camoy de CAB y NIV mezclados. 
Microtus cabrerae vs. Microtus nivalis en presencia de MSAT-NIV 
SH: CAB-R/NIV-G (10 fil) más MSAT-NIV marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(MSAT-NIV-G) (5 \ú), hibridadas sobre linfodtos fijados en camoy de CAB y NIV mezclados. 
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SH: CAB-R/NIV-G (10 jü) más MSAT-NIV-R (5 [ú), hibridadas sobre linfodtos fijados en 
camoy de CAB y NIV mezclados. 
SH: CAB-R/NIV-G (10 (il) más MSAT-NIV marcado con digoxi^nina para ser revelado en G 
(MSAT-NIV-G) (5 (il), hibridadas sobre linfodtos fijados en camoy de CAB y NIV mezclados. 
9 A El género Arcyptera 
SH: ADN genómico de Arcyptera tornosi (AT) marcado con digoxigenina para ser revelado en 
G (AT-G) y ADN gnómico de Arcyptera fusca (AF) marcado con bíotina para ser revelado en 
R (AF-R): AT-G/AF-R (15 |il), hitñidada sobre linfodtos fijados en etanol:áddo acético (3:1) 
deArcyptera tornosi y Arcyptera fusca, independientemente. 
SH: ADN genómico de AT, marcado con tñotina para ser revelado en R (AT-R) y ADN 
gnómico de AF marcado con digoxigenina para ser revelado en G (AF-G): 
AT-R/AF-G (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en etanoháddo acético (3:1) de 
Arcyptera tornosi y Arcyptera fusca, independientemente. 
9J Homo sapiens, Pan troglodytes, GoriUa goriUa y Chlorocebus aethiops 
Homo sapiens vs. Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Chlorocebus aethiops 
SH: ADN genómico de un Varón de la espede Homo sapiens (V2), marcado con digoxigenina 
para ser revelado en G (V2-G) y ADN genómico de V2 marcado con biotina para ser revelado 
en R (V2-R): V2-GA 2^-R (15 |U), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de V2 marcado con digoxi^nina para ser revelado en G (V2-G) y ADN 
genómico de una mujer de la espede Homo sapiens (M2) marcado con biotina para ser revelado 
en R (M2-R): V2-G/M2-R (15 jll), hibridada sobre linfodtos fijados en carrujy de V2. 
SH: ADN gnómico de V2 marcado con biotina para ser revelado en R (V2-R) y ADN 
genómico de M2 marcado con digoxigenina para ser revelado en G (M2-G): V2-R/M2-G (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de V2 marcado con digoxigenina para ser revelado en G (V2-G) y ADN 
genómico de Chinq>ancé (Pon troglodytes) (CH) marcado con biotina para ser revelado en R 
(CH-R): V2-G/CH-R (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN gnómico de V2 marcado con biotina para ser revelado en R (V2-R) y ADN 
genómico de CH marcado con digoxigenina para ser revelado en G (CH-G): V2-R/CH-G (15 
\ú), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de V2 marcado con digoxigenina para ser revelado en G (V2-G) y ADN 
genómico de Gorila (Gorilla gorilla) (GO) marcado con biotina para ser revelado en R (GO-R): 
V2-G/GO-R (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en carnoy de V2. 
SH: ADN genómico de V2 marcado con biotina para ser revelado en R (V2-R) y ADN 
genómico de GO marcado con digoxigenina para ser revelado en G (GO-G): V2-R/GO-G (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
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SH: ADN genómico de V2 marcado con digoxigenina para ser revelado en G (V2-G) y ADN 
genómico de Mono Verde (Chlorocebus aetMops) (MV) marcado con biotina para ser revelado 
en R (MV-R): V2-G/MV-R (15 [ú), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de V2 marcado con biotina para ser revelado en R (V2-R) y ADN 
gnómico de MV marcado con digoxigenina para ser revelado en G (MV-G): V2-R/MV-G (15 
\il), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
Pan troglodytes, Gorílla gorilla y Chlorocebus aeüúops 
SH: ADN genómico de CH marcado con biotina para ser revelado en R (CH-R) y ADN 
genómico de GO marcado con digoxi^oina para ser revelado en G (GOG): CH-R/GO-G (15 
\)X), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de CH marcado con digoxigenina para ser revelado en G (CH-G) y ADN 
gnómico de GO marcado con biotina para ser revelado en R (GO-R): CH-G/GO-R (15 |il), 
hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de CH marcado con biotina para ser revelado en R (CH-R) y ADN 
gnómico de MV marcado con digoxigenina para ser revelado en G (MV-G): CH-R/MV-G (15 |il), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de CH marcado con digoxi^nina para ser revelado en G (CH-G) y ADN 
gnómico de MV marcado con biotina para ser revelado en R (MV-R): CH-G/MV-R (15 |*1), 
hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de GO marcado con biotina para ser revelado en R (GO-R) y ADN 
gnómico de MVmarcado con digoxigenina para ser revelado en G (MV-G): GO-R/NfV-G (15 
fü), hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
SH: ADN genómico de GO marcado con digoxigenina para ser revelado en G (GO-G) y ADN 
genómico de MV marcado con biotina para ser revelado en R (MV-R): GO-G/MV-R (15 {il), 
hibridada sobre linfodtos fijados en camoy de V2. 
9J6 Aplicación de la W-CGH para la localización y caracterización de Lugares 
Lábiles AlcaUnos (LLA) 
Sus domesticus 
Sonda de ADN genómico de cerdo (Sus domesticas) de raza Ibérica marcado para ser revelada 
en R, hibridada sobre linfodtos y espermatozoides del mismo individuo incluidos en microgeles 
y desnaturalizados en álcali. 
Sonda de ADN genómico de cerdo de raza Landrace/Large White marcado para ser revelada en 
R, hibridada sobre linfodtos y espermatozoides del mismo individuo incluidos en microgeles y 
desnaturalizados en álcali. 
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SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con bíotina para ser revelado en R (I-R) y 
ADN genómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large White marcado con digoxi^nina para 
ser revelado en G (L-G): I-R/L-G (15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados 
en carnoy y linfodtos y espermatozoides sin fijar incluidos en microgeles y desnaturalizados en 
álcali. 
SH: ADN genómico de cerdo de raza Ibérica marcado con di^xigenina para ser revelado en G 
(I-G) y ADN gnómico de cerdo de raza híbrida Landrace/Large White marcado con biotina 
para ser revelado en G (L-G): I-G/L-R (15 (il), hibridada independientemente sobre linfodtos 
fijados en carnoy y linfodtos y espermatozoides sin fijar incluidos en micro^les y 
desnaturalizados en álcali. 
O i ^ críes 
Sonda de ADN genómico de oveja (Ovis aries) de raza Castellana marcado para ser revelada en 
R, hibridada sobre linfodtos y espermatozoides del mismo individuo incluidos en microgeles y 
desnaturalizados en álcali. 
Sonda de ADN genómico de oveja (Ovis aries) de raza Assaf marcado para ser revelada en R, 
hibridada sobre linfodtos y espermatozoides del mismo individuo induidos en núcro^les y 
desnaturalizados en álcali. 
SH: ADN gnómico de oveja de raza Assaf marcado con biotina para ser revelado en R (A-R) y 
ADN genómico de oveja de raza Castellana marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(C-G): A-R/C-G (15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados en carnoy y 
linfodtos y espermatozoides sin fijar incluidos en microgeles de oveja. 
SH: ADN genómico de oveja de raza Assaf marcado con digoxigenina para ser revelado en G 
(A-G) y ADN gnómico de oveja de raza Castellana marcado con biotina para ser revelado en R 
(C-R): A-G/C-R (15 |il), hibridada independientemente sobre linfodtos fijados en carnoy y 
linfodtos y espermatozoides sin fijar incluidos en microgeles de oveja. 
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10 ANEXO 2: Análisis Digital de Imágenes (DÍA) 
Estimación de la relación RIG (o G/R) de una determinada región 
Sobre la imagen a estudiar (Fig. 41a) se detectan automáticamente las áreas que 
se encuentran dentro de los rangos de valores de rojo (R) y verde (G) preestablecidos 
(Fig 41b), mediante el soporte informático Leica QWin Pro. En este caso hipotético, las 
regiones centroméricas se encuentran dentro de dichos rangos y por tanto sobre éstas 
queda dibujada una imagen binaria (máscara roja) (Fig 41b). El programa medirá los 
valores de R y G que se encuentren bajo la esta máscara. 
Si se desea cuantifícar los valores de sólo una región centromérica concreta, ésta 
se selecciona manualmente de entre las detectadas (máscara verde) (Fig 41c). Entonces 
se medirán exclusivamente los valores de R y G de la fracción de la únagen que queda 
bajo la nueva máscara. 
Para el cálculo de G/R (o R/G), los valores obtenidos de R y G se procesarán a 
continuación con un programa de cálculo al que se exportan. 
Estimación de la relación R/B (o G/B) 
Sobre la imagen a estudiar (Fig 42a) se detectan automáticamente las áreas que 
se encuentran dentro del rango de valores de G (o R) de interés, dibujando una imagen 
binaria (Fig 42b). Bajo esta máscara se miden los valores de G (o R). 
Independientemente se detecta toda la cromatina de la interfase y se crea una máscara 
(Fig 42c), de esta manera se medirán los valores de azul (B) que se encuentren bajo ésta. 
Para el cálculo de G/B (o R/B), los valores obtenidos de R y B se procesarán a 
continuadón con im programa de cálculo al que se exportan. 
Estimación de la Identidad Citogenética (IC) 
Sobre la imagen a estudiar (Fig 42a) se detecta automáticamente toda la región 
de la interfase y se crea ima imagen binaria (Fig 42c). Bajo esta máscara se miden los 
valores de G y R. 
Para el cálculo de la IC a partir de los valores de R y G medidos, estos se 
exportan a im programa de cálculo en el que se procesan. 
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